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I. ANTECEDENTES DEL TEMA 
1. COLITIS ULCEROSA 
1.1. Concepto  
En el concepto de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) se engloban tres cuadros clínicos  
diferentes, con síntomas a veces parecidos: la Enfermedad de Crohn, la Colitis no clasificada 
y la Colitis Ulcerosa. Esta última, que es objeto de esta tesis, se caracteriza por la inf lamación 
que afecta de forma prácticamente constante al recto y que se puede extender de manera 
proximal y continua en una longitud variable, pudiendo afectar a la totalidad del colon 
(Gassull y cols., 2007; Farreras y Rozman., 2008). En la histología se observa típicamente un 
infiltrado inflamatorio mixto en la lámina propia que altera la arquitectura glandular, 
depleción de células caliciformes secretoras de moco y acúmulos de neutrófilos en las criptas 
formando microabscesos. Es un proceso crónico y recidivante, de causa desconocida y para el 
que, actualmente, carecemos de tratamiento curativo.  
 
1.2. Clasificación 
Las lesiones de la Colitis Ulcerosa son continuas, pero en función de su localización se 
definen diferentes cuadros (Langan y cols., 2007) (Figura 1): 
 
a) Proctitis: Afecta solo al recto 
b) Proctosigmoiditis: Afecta al recto y al colon sigmoide 
c) Colitis izquierda: Afecta al recto, colon sigmoide y descendente  
d) Colitis extensa: Afecta hasta el ángulo hepático 
e) Pancolitis: Afecta a todo el colon 
 
 Esta clasificación, puramente anatómica, recoge la más moderna clasificación de 
Montreal, en la que se dividen los casos de Colitis Ulcerosa según su extensión y su actividad. 
Según el primer parámetro, se distinguen los subtipos E1 (limitada al recto), E2 (que llega 
hasta el ángulo esplénico) y E3 (que lo sobrepasa). La actividad de la enfermedad da lugar a 
los subtipos S0, S1, S2 y S3, de gravedad creciente (Silverberg y cols., 2005). 
















La incidencia, la prevalencia e incluso el comportamiento clínico de la Colitis Ulcerosa son 
muy variables en las diferentes regiones del mundo (Portela y cols., 2010). Así, la incidencia 
puede variar entre 5 y 18 casos por 100.000 habitantes (Farreras y Rozman, 2008), aunque las 
cifras son mayores en América del Norte y en el Norte y Oeste de Europa. En estas regiones 
existe una estabilidad en la incidencia de la enfermedad, mientras que en otras zonas del 
mundo como Asia, Sudamérica y Sur y Este de Europa, las tasas de incidencia eran 
inicialmente bajas pero han empezando a incrementarse (Lakatos, 2006). En España, la tasa  
de incidencia varía entre 0,6 y 8 casos por 100.000 habitantes (Pajares y Gisbert, 2001; 
Herrerías-Gutiérrez y cols., 2009), al igual que en otros países del Sur de Europa (López-
Serrano y cols., 2009). Los estudios epidemiológicos han demostrado que se diagnostican más 
casos en las áreas urbanas que en las áreas rurales (Baumgart y Carding, 2007). 
En relación a la edad de aparición, la Colitis Ulcerosa puede manifestarse a cualquier 
edad, pero en nuestro entorno existe un pico de incidencia máxima entre los 35 y 45 años, con 
un segundo pico en mayores de 65 años (López-Serrano y cols., 2009). 
En relación al sexo, la mayoría de los estudios indican que la incidencia es ligeramente 
mayor en hombres que en mujeres (Brullet y cols., 1998; Rodrigo y cols., 2004), aunque los 
últimos datos recogen un aumento considerable de la incidencia en el sexo femenino (López-
Serrano y cols., 2009), que probablemente esté debido a factores medioambientales, 
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hormonales y a cambios en los patrones de conducta relacionados con el tabaco (Tysk y 
Järnerot, 1992). La mayor incidencia en las mujeres,  coincide con el periodo  fértil (Cornish 
y cols., 2007). Las mujeres gestantes y afectas de Colitis Ulcerosa mal controlada tienen 
mayor riesgo de  parto a pretérmino, muerte fetal, retraso en el crecimiento del feto y cesárea 
que la población general (Stephansson y cols., 2011).  
Con respecto a la raza, la tasa de incidencia es mayor en los sujetos de raza blanca que 
en los afroamericanos (Thukkani y cols., 2011). También se ha visto que esta enfermedad es 
de tres a cinco veces más elevada en la población judía que en la europea y en la americana 
(Baumgart y Carding, 2007). En Israel, los judíos Ashkenazi tienen una mayor  incidencia que 
los judíos Sefardíes, pero una menor incidencia que los judíos Ashkenazi que viven en 
Estados Unidos o el Norte de Europa, lo que sugiere que en la etiopatogenia no sólo la 
herencia desempeña un importante papel, sino también factores ambientales y exógenos (Niv 
y cols., 2000; Birkenfeld y cols., 2009).  
 
1.4. Etiología 
Si bien las causas de la enfermedad no están claras, y en consecuencia, seguimos sin disponer 
de un tratamiento etiopatogénico eficaz, en los últimos años se han aportado importantes 
avances en el conocimiento de sus mecanismos causales. Actualmente, la hipótesis más 
aceptada es que se trata de un grupo heterogéneo de enfermedades, con una manifestación 
final común que es la inflamación de la mucosa, y con una patogenia en la que es tán 
implicados varios factores genéticos y ambientales (Thompson y Lees, 2011). El resultado de 
estos fenómenos combinados conduce a una respuesta inmunitaria alterada frente a uno o 
varios antígenos, e implica a las bacterias comensales en una regulación alterada de las 
células T de la mucosa determinada genéticamente.  
 
I) Factores ambientales 
Los estudios epidemiológicos han demostrado una clara asociación de diversos factores 
ambientales con el desarrollo de la Colitis Ulcerosa. Dentro de estos factores ambientales, los 
que tienen mayor relevancia son el tabaco, la dieta, la higiene, la existencia de una 
apendicectomía previa, la profesión, el estatus social, los agentes infecciosos y los cambios 
estacionales (Krishnan y Korzenik, 2002).  
Antecedentes del tema 
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Entre los pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa hay una menor proporción de 
fumadores que en la población general. También se ha comprobado una menor tasa de 
eventos desfavorables en los pacientes con Colitis Ulcerosa que fuman, como por ejemplo el 
número de recaídas, los episodios de hospitalización, la toma de esteroides por vía oral y las 
intervenciones quirúrgicas (van der Heide y cols., 2009). Estudios experimentales sugieren un 
efecto beneficioso de la nicotina que parece disminuir la inflamación como consecuencia de 
un incremento de la producción de moco y una disminución de las citoquinas proinflamatorias 
y del óxido nítrico (Cosnes, 2004). 
La alimentación también parece estar implicada en la fisiopatología de la Colitis 
Ulcerosa. Se ha sugerido que un mayor consumo de azúcar refinado y de carbohidratos, al 
igual que un consumo elevado de proteínas y grasas, sería un factor de riesgo para el 
desarrollo de esta enfermedad (Bianchi Porro y Panza, 1985; Thornton y cols., 1985; Persson 
y cols., 1992; Husain y Korzenik, 1998). Por el contrario, dietas ricas en frutas, vegetales y 
fibra parecen disminuir el riesgo de padecerla (Lucendo y Rezende, 2009; Gentschew y 
Ferguson, 2012). Otros estudios concluyen que el consumo de margarina, carne roja o queso 
podría contribuir al desarrollo de la enfermedad (Maconi y cols., 2010), mientras que la 
vitamina C actuaría como agente protector (Sakamoto y cols., 2005).  
La higiene personal juega también un papel importante, ya que vivir en áreas urbanas, 
tener un alto nivel educacional y un elevado estatus social son factores de riesgo, mientras que 
padecer gastroenteritis e infecciones respiratorias se considera un factor protector (López-
Serrano y cols., 2010; Singhal y cols., 2011). Esto puede ser debido a que el saneamiento 
excesivo limita la exposición a los antígenos medioambientales, lo que impide la maduración 
funcional del sistema inmune de la mucosa intestinal e induce a una tolerancia inmunológica, 
la cual se traduce en una respuesta inadecuada cuando el sujeto se vuelve a exponer a esos 
antígenos. 
Hay estudios que sugieren un valor protector a una apendicectomía previa (Carbonnel 
y cols., 2009), aunque en teoría, estos pacientes son menos propensos a la apendicitis debido a 
la alteración de la movilidad intestinal o a las anomalías de la mucosa cólica. Es probable que 
la extirpación del apéndice altere el equilibrio de las células T colaboradoras y supresoras de 
manera que resulte en una acción protectora (Russel y cols., 1997; Prieto y Friedman, 1999).  
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Otros autores han destacado el papel de la actividad ocupacional, sugiriendo que las 
profesiones de cartero de correos, trabajadores de la comunicación, obreros de las fundiciones 
y de la metalurgia, trabajadores de procesos químicos y carpinteros son los que mayor riesgo 
tienen de padecer esta enfermedad (Li y cols., 2009).  
Con respecto al impacto de las variaciones estacionales, los últimos estudios 
realizados ponen de manifiesto que no existe ninguna relación entre el cambio de estación y el 
agravamiento de esta enfermedad (Lewis y cols., 2004; Soncini y cols., 2006). 
 
II) Factores genéticos 
La sospecha de que los factores genéticos contribuyen a la susceptibilidad de 
desarrollar las enfermedades inflamatorias intestinales se inició tras los estudios de 
agrupación familiar. En gemelos homocigóticos se observó una mayor concordancia respecto 
a la enfermedad que en mellizos (Orholm y cols., 2000).  
Se ha demostrado que la probabilidad de desarrollar Enfermedad de Crohn en un 
familiar de un paciente afecto de Colitis Ulcerosa se incrementa hasta dos veces, y a su vez 
existe un riesgo cuatro veces mayor de padecer Colitis Ulcerosa en un familiar de un paciente 
con Enfermedad de Crohn (Brant y Shugart, 2004; Brant, 2009).  
La mayoría de los estudios genéticos realizados se han centrado en la región HLA 
(Antígenos de los Leucocitos Humanos) que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6, 
el cual juega un papel importante en el sistema inmune. Por ello, los genes localizados en los 
alelos HLA de Clase I y Clase II son candidatos susceptibles de estar implicados en el 
desarrollo de la Colitis Ulcerosa (Baumgart y Carding, 2007).  
Otros estudios han demostrado que la presencia de 2 polimorfismos, C3435T y 
G2677T/C en el gen MDR(resistencia multidrogas)-1, es frecuente en los pacientes con 
Colitis Ulcerosa. Este gen codifica para la Glicoproteína  P. Estos polimorfismos se traducen 
en una baja expresión de la proteína, que parece ser fundamental en la defensa contra las 
bacterias intestinales (Ho y cols., 2003; Schwab y cols., 2003).  
Otros autores han encontrado una asociación muy cercana entre los polimorfismos de 
los miembros de la familia del Factor Nuclear kappa Beta (NFkB) y la Colitis Ulcerosa. Se 
estudiaron los polimorfismos de la región promotora del gen NFkB1, localizado en el 
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cromosoma 4q, el cual está involucrado en una gran variedad de procesos regulatorios como  
la inmunidad innata y adaptativa, el crecimiento, la apoptosis y la diferenciación celular. Así 
se encontró una mayor frecuencia de aparición del polimorfismo 94ATTG en la región 
promotora del gen NFkB1 en pacientes holandeses de raza blanca enfermos de Colitis 
Ulcerosa comparado con los controles sanos (Borm y cols., 2005).  
En definitiva, la base genética del individuo y el número de genes alterados que 
afectan a diferentes puntos a lo largo de este proceso secuencial, pueden determinar el 
momento de inicio, la intensidad y la evolución de la enfermedad.  
 
III) Factores infecciosos 
Algunas de las similitudes entre la Colitis Ulcerosa y la Colitis Infecciosa han llevado a  
los investigadores a la búsqueda de microorganismos potencialmente implicados en la 
inflamación crónica del intestino grueso. Sin embargo, hasta ahora, ninguno de estos agentes 
se ha asociado por sí solo y de forma inequívoca con el desarrollo de esta enfermedad 
inflamatoria (Lukas y cols., 2006). En un estudio de parejas de gemelos, se puso de 
manifiesto que las infecciones gastrointestinales recurrentes antes de los 20 años eran un 
factor de riesgo para desarrollar Colitis Ulcerosa y esto podría ser debido a cambios, a largo 
plazo, en la microbiota intestinal o alteraciones en la respuesta de esta (Halfvarson y cols., 
2006). Algunos autores han observado un incremento en la mucosa intestinal de la 
concentración de bacterias anaerobias gram-negativas, y en especial de Escherichia coli, 
Bacteroides spp. y Fusobacterium varium, junto con una alta frecuencia de invasión de 
Peptostreptococcus, en comparación con sujetos sanos (Ohkusa y cols., 2002; Furrie y cols., 
2004; Macfarlane y cols., 2004; Tamboli y cols., 2004). Sin embargo, la pregunta de si la 
disbiosis presente en pacientes con Colitis Ulcerosa es la causa o la consecuencia de la 
enfermedad, por el momento carece de una respuesta.  
 
1.5. Patogénesis 
El modelo más aceptado actualmente en la patogenia de la Colitis Ulcerosa es el que propone 
que la enfermedad se produce en personas genéticamente susceptibles por una respuesta 
inapropiada del sistema inmune frente a un agente externo, que para muchos no es otro que la 
propia microbiota intestinal (Torres y Rios, 2008) (Figura 2). De hecho, se sabe que las 
bacterias que forman parte de la microbiota intestinal de los pacientes influyen en las 
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respuestas inmunitarias locales y sistémicas. El equilibrio entre la homeostasis y la 
inflamación crónica está determinado genéticamente por la respuesta inmune del huésped 



















 Dos de las hipótesis actuales que relacionan a la microbiota intestinal con la Colitis 
Ulcerosa se describen a continuación: 
 
 a) Hipótesis de la higiene y los “viejos amigos” 
 La elevada incidencia de Colitis Ulcerosa en los países industrializados refuerza la 
idea de que los factores medioambientales tienen un papel importante. La hipótesis de la 
higiene explica que criar a los niños en un medioambiente extremadamente limpio y aséptico, 
afecta negativamente al desarrollo del sistema inmune y los predispone a padecer en un futuro 
enfermedades inmunológicas (Koloski y cols., 2008).  
 Los múltiples receptores del sistema inmune innato o toll- like receptors (TLRs) tienen 

















HLA Clase I y II
NFkB1
MDR-1
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saprófitas y otros), que son catalogados como inofensivos como consecuencia de su presencia 
continua a lo largo de la historia evolutiva de los mamíferos (Xavier y Podolsky, 2007; Rook, 
2009). Estos antígenos estimulan las células dendríticas y participan en su maduración. Las 
células dendríticas inmaduras activan y estimulan a las células T reguladoras, produciéndose 
un desequilibrio entre el balance de los linfocitos Th1 y Th2, así como entre las células T 
efectoras y reguladoras (Netea y cols., 2005). La primera posibilidad representa una situación 
normal gracias a la exposición continuada a los mismos antígenos que inducen una activación 
continua de las células dendríticas y de las células T reguladoras que producen una supresión 
inespecífica de la respuesta inflamatoria. La segunda posibilidad representa una respuesta 
inmune anormal, debido a la falta de exposición a los “viejos amigos” en los primeros años de 
vida (Rook, 2010). Esta reacción inmune actúa finalmente contra componentes específicos de 
la microbiota intestinal, dando lugar a una inflamación crónica (Rook y Brunet, 2005). El 
cambio de la inmunotolerancia a una inmunorreactividad específica, debido a la activación 
inapropiada del sistema inmune innato y adaptativo, es un momento crucial que predispone a 
una persona a desarrollar Colitis Ulcerosa (Lukas y cols., 2006).  
 
 b) Hipótesis de los dos componentes 
 Esta teoría fue propuesta a partir unos estudios experimentales que demostraron que 
los microorganismos intestinales presentes en la Colitis Ulcerosa grave son patogénicos y 
causantes de reacciones alérgicas e inmunológicas (Maratka y Wagner, 1948). El primer 
componente de esta hipótesis es que la Colitis Ulcerosa se presenta como una inflamación 
hemorrágica congestiva de etiología desconocida, posiblemente relacionado con la genética y 
la inmunopatología, como lo demuestra la circulación de autoanticuerpos (Maratka y Wagner, 
1963; Maratka, 2003). Este componente, de por sí, daría lugar a una enfermedad 
relativamente leve, con periodos de recurrencia que afectan principalmente al recto y con 
posible extensión a zonas adyacentes del colon. El componente secundario se superpondría  
sobre la lesión primaria, debido a infecciones no específicas producidas por microorganismos 
intestinales. Estos serían  los responsables de la forma grave de la Colitis Ulcerosa, con 
complicaciones y secuelas, tanto locales como sistémicas. Esta es la razón del porqué en fases 
avanzadas la inflamación del colon, de cualquier naturaleza, tiene un carácter ulceroso 
similar, mientras que los cambios histológicos típicos son más evidentes en las primeras 
etapas (Maratka, 2003). 
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1.6. Clínica 
Aunque la mayoría de las manifestaciones se localizan de forma primaria en el tracto 
gastrointestinal, hasta en el 25% de los pacientes aparecen también, en algún momento, signos 
de afectación extraintestinal: osteoarticular, dermatológica, ocular, renal, hepática y sistémica  
(Larsen y cols., 2010). En general, la intensidad de los signos y síntomas de la enfermedad 
depende de su localización anatómica y de la gravedad de la inflamación (Royero, 2003).  
 La enfermedad se suele manifestar en forma de brotes agudos, que a su vez pueden ser 
leves, moderados o graves. Los brotes agudos en la Colitis Ulcerosa se caracterizan 
generalmente por la aparición de deposiciones frecuentes y diarrea sanguinolenta, siendo 
menos importante el dolor abdominal (Rogler, 2009). La gravedad del brote viene 
determinada por la intensidad de los fenómenos clínicos que lo caracterizan. Se emplean 
muchas clasificaciones diferentes, entre las cuales destacan los criterios de Truelove y Witts 
que se basan en un conjunto de signos y síntomas de la enfermedad, junto con un conjunto de 
pruebas complementarias y radiológicas (Gassull y cols., 2007).  
 La definición de remisión se basa en características clínicas, y por ello, se define 
como la ausencia de diarrea en más de 3 deposiciones al día, ausencia de sangre en heces, así 
como de los problemas intestinales y extraintestinales asociados (Silverberg y cols., 2005; 
Rogler, 2009).  
 Los eventos adversos en la vida, el estrés crónico y la depresión parecen incrementar 
el riesgo de recaída en pacientes con enfermedad en remisión (Mawdsley y Rampton, 2005; 
Bernstein y cols., 2010). 
 
1.7. Diagnóstico y gradación de la actividad 
El diagnóstico de Colitis Ulcerosa está basado en la combinación de hallazgos clínicos, 
endoscópicos e histológicos, así como en la exclusión de otras etiologías, sobre todo la 
infecciosa (Ooi y cols., 2010). El cuadro clínico no es específico. Además, el empleo de 
algunos de los tratamientos útiles en estos pacientes puede ser peligroso si no se ha excluido 
una infección intestinal como causa de los síntomas. Por lo general, se recurre a una 
combinación de datos clínicos para la sospecha, pero la herramienta fundamental para el 
diagnóstico es la colonoscopia. En casos más graves, no se puede llevar a cabo de forma 
completa, pero en el resto deben explorarse la totalidad del colon y los últimos centímetros 
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del íleon. Se aprovechará el acto endoscópico para la toma de biopsias, cuyo examen 
histológico apoyará la sospecha clínica. 
Además de hacer un diagnóstico de la entidad, debe procurarse enjuiciar la gravedad 
del caso, ya que las pautas de tratamiento empleadas van a variar. Como hemos dicho, 
disponemos de varios Índices de Actividad; si bien el de Truelove-Witts fue el primero 
descrito, hoy se emplea con frecuencia el denominado Índice de Actividad C línica, también 
llamado Índice Mayo o calificación sintomática de Colitis Ulcerosa. Este índice calcula la 
gravedad de una manera sencilla tomando en cuenta el número de deposiciones, la sangre en 
heces, los hallazgos de la colonoscopia y la valoración global del médico (Tabla 1). A cada 
uno de los ítems anteriores se le asigna una calificación de 0 a 3 puntos, con puntuación 
global variable de 0 a 12 (Lewis y cols., 2008). Las puntuaciones más altas indican mayor 
gravedad (Naber y de Jong, 2003).  
De acuerdo con la suma de puntuaciones, la actividad de la enfermedad se clasifica de 
la siguiente forma: 1-4 leve; 5-8 moderada y 9-12 grave. La remisión se ha definido como una 
puntuación menor de 2 y la mejoría como una disminución del índice de 2 o más puntos en 
relación con la basal (D'Haens y cols., 2007; Zwolinska-Wcislo y cols., 2009). 
 
1.8. Anatomía Patológica 
Los cambios histológicos en la Colitis Ulcerosa son muy variados y ninguno de ellos es 
patognomónico. Se han descrito, en combinación variable, erosiones epiteliales, infiltrado 
mixto afectando a la mucosa, depleción de células caliciformes e inflamación de las criptas 
epiteliales, entre otros (Gassull y cols., 2007). Además de la naturaleza de los cambios, 
interesa describir su gravedad. Aunque son muchas las aportaciones, en el año 2000, Geboes 
y colaboradores establecieron un sistema sencillo para determinar la gravedad de la Colitis 
Ulcerosa. Para ello, dividió este sistema en 6 grados en función de la gravedad 
histopatológica. Los grados fueron: 0, solo cambios estructurales; 1, inflamación crónica; 2, 
neutrófilos en la lámina propia; 3, neutrófilos en el epitelio; 4, destrucción de las criptas; 5, 








Tabla 1. Índ ice de actividad de Colitis Ulcerosa: Índice Mayo. 
 
NÚMERO DEPOS ICIONES  PUNTUACIÓN 
Número normal de deposiciones para este paciente 0 
1-2 deposiciones más de lo normal 1 
3-4 deposiciones más de lo normal 2 
5 o más deposiciones más de lo normal 3 
SANGRE EN HECES  
No se aprecia 0 
Deposición con restos de sangre menos de la mitad de las veces  1 
Deposición con sangrado evidente la mayoría de las veces 2 
Sólo sangre 3 
HALLAZGOS EN LA COLONOSCOPIA PROCTOSIGMOIDOSCOPIA  
Normal o enfermedad inactiva  0 
Enfermedad leve (eritema, patrón vascular disminuido, friabilidad leve)  1 
Enfermedad moderada (eritema evidente, ausencia de patrón vascular, friabilidad, erosiones)  2 
Enfermedad grave (hemorragia espontánea, ulceración)  3 
VALORACION GLOBAL DEL MÉDICO  
Normal 0 
Enfermedad leve 1 
Enfermedad moderada 2 
Enfermedad grave 3 
 
 
Tabla 2. Clasificación de gravedad de Colitis Ulcerosa en función de las características histopatológicas. 
 
Grados  Características Histopatológicas 
0 Cambios en la arquitectura (normal, leve, moderado o grave)  
1 Infiltrado inflamatorio crónico (sin incremento, incremento leve, moderado o marcado)  
2 Presencia de neutrófilos y/o eosinófilos en la lámina propia (incremento leve, moderado o marcado)  
3 Presencia de neutrófilos en el epitelio (sin o con afectación de las criptas) 
4 Destrucción de las criptas (dudosa, probable o inequívoca)  
5 Erosión, ulceración o presencia de tejido de granulación 




El esquema terapéutico actual de la Colitis Ulcerosa persigue múltiples objetivos. En primer 
lugar, controlar la afectación inflamatoria del colon y disminuir los síntomas clínicos. En 
segundo lugar, revertir las lesiones de la mucosa. En tercer lugar, evitar la aparición de 
nuevos brotes. En cuarto y último lugar, prevenir el desarrollo de neoplasias secundarias a la 
propia Colitis. Empleamos el tratamiento en dos situaciones diferentes: durante el brote agudo 
y en el mantenimiento.  
En el tratamiento del brote agudo, en general, el enfoque terapéutico se determina 
según la gravedad de los síntomas y la extensión de la de afectación del colon (Carter y cols., 
2004; Kornbluth y Sachar, 2004; Cima y Pemberton, 2005) (Figura 3). 
En pacientes con proctitis, proctosigmoiditis o colitis izquierda leve, el tratamiento de 
primera línea lo constituyen derivados del ácido salicílico como la mesalazina (ácido 5-
aminosalicílico [5-ASA]) y la sulfasalazina (combinación de sulfapiridina y mesalazina), los 
cuales actúan tópicamente sobre la luz del colon suprimiendo la producción de numerosos 
mediadores proinflamatorios (Fitzgerald y Marsh, 1991). La inducción de la remisión es 
dosis-dependiente (Hanauer y cols., 2005). La mesalazina puede ser administrada, en el caso 
de lesiones que no se extiendan más allá de 30 cm del margen anal, en forma de supositorio 
en la proctitis o como espuma o enema en la proctosigmoiditis, y en el caso de lesiones que se 
extiendan más de 30 cm, en forma de preparados de liberación retardada por vía oral (Farreras 
y Rozman, 2008). Los pacientes que no respondan al tratamiento con mesalazina, deben ser 
tratados con prednisona por vía oral (Langan y cols., 2007), al igual que los afectos por brotes 
moderados. 
Los pacientes que no respondan al tratamiento con corticoides por vía oral, deben ser 
hospitalizados y recibir prednisona por vía endovenosa. Si no se obtiene respuesta, debe 
iniciarse tratamiento con ciclosporina o infliximab, y si aun así no se obtiene la remisión, 
debe considerarse la colectomía quirúrgica (Lichtenstein y cols., 2006). Infliximab es un 
anticuerpo monoclonal frente a TNF(Factor de Necrosis Tumoral)-α que presenta un potente 
efecto antiinflamatorio, mientras que la ciclosporina es un inmunosupresor que actúa 
inhibiendo la calcineurina (Gassull, 2007). 
En aquellos pacientes en los que se alcance la remisión clínica, se debe realizar 
tratamiento de mantenimiento para evitar las recurrencias (Sachar, 1995). Si se consigue la 
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remisión con corticoides o 5-ASA, el tratamiento de mantenimiento se debe realizar con este 
último. 
Algunos pacientes presentan una actividad crónica persistente o experimentan 
recurrencias al disminuir o inmediatamente después de retirar los glucocorticoides 
(corticodependencia). El tratamiento con azatioprina es efectivo en estas s ituaciones. El 
tratamiento con infliximab funciona bien en aquellos pacientes que no responden al 
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Figura 3. Algoritmo terapéutico de Colitis Ulcerosa según su gravedad. 
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2. MICROBIOTA INTESTINAL 
2.1. Evolución de la microbiota intestinal a lo largo del tiempo 
Antes del parto, el feto crece y se desarrolla en el útero materno en un ambiente más o menos 
estéril. Sin embargo, tras la ruptura de las membranas y el inicio del parto queda expuesto a 
un mundo lleno de microorganismos, y desde ese mismo momento, el ser humano permanece 
colonizado por bacterias. Dentro del tracto gastrointestinal en particular, el colon es el mayor 
lugar de colonización, con un contenido de 1,5 kg de masa microbiana, que equivalen a 1014 
microorganismos (Moore y Holdeman, 1974; Nagalingam y Lynch, 2012). La composición de 
la microbiota varía a lo largo del tracto gastrointestinal en sus diferentes porciones 
(Ouwehand y Vesterlund, 2003) y también dentro de cada una de estas. Así, la mucosa cólica 
alberga una microbiota diferente a la de la luz intestinal y muy pocos microorganismos 
parecen estar en contacto directo con el epitelio (Zoetendal y cols., 2002).  
Los cambios más drásticos en la composición de la microbiota intestinal tienen lugar 
durante la infancia. Durante los primeros días de vida, el intestino está habitado por 
microorganismos que se caracterizan por su inestabilidad. Posteriormente, la microbiota se 
estabiliza durante la lactancia o la formulación sólida. Los siguientes grandes cambios en la 
composición de la microbiota intestinal se producen tras la introducción de la alimentación 
sólida y el destete (Favier y cols., 2002). Así, los recién nacidos son rápidamente colonizados 
por microorganismos anaerobios facultativos como E. coli y Streptococcus spp., que alcanzan 
concentraciones de 108 a 1010 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de heces en 
los primeros dos días de vida. Durante la primera semana de vida, las enterobacterias y los 
estreptococos alcanzan las concentraciones más elevadas (McFarland, 2000). A los 4-6 días, 
todos los niños nacidos por parto natural, están ya colonizados por bacterias anaerobias, frente 
al 9% de los niños nacidos por cesárea (Kleesen y cols., 2000). Alrededor del décimo día, 
todos los recién nacidos muestran una microbiota bastante heterogénea; las bifidobacterias 
predominan en los lactantes, mientras que encontramos una microbiota muy compleja en los 
niños alimentados con formulaciones sólidas (Mackie y cols., 1999). Durante el primer mes, 
las bifidobacterias y E. coli son las bacterias predominantes, seguidas por Lactobacillus, 
Bacteroides y bacterias gram-positivas, todas ellas en las mismas proporciones. Después del 
primer año de vida, Lactobacillus, Bacteroides y Clostridium aumentan en número, mientras 
que las bifidobacterias y E. coli disminuyen. En esta fase la microbiota intestinal del niño se 
parece cada vez más a la del adulto (Thompson-Chagoyan y cols., 2004), y los principales 
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grupos de bacterias son Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus 
faecalis, Enterococcus faecium, estreptococos no hemolíticos, enterobacterias (E. coli, 
Klebsiella, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia y Pseudomonas aeruginosa) y 
Bifidobacterium spp. Después de esto, solo tienen lugar cambios relativamente pequeños, y el 
niño adquiere una microbiota similar a la del adulto, aproximadamente a los 2 años de edad. 
Los microorganismos que están siempre presentes en la microbiota de un individuo reciben el 
nombre de “núcleo individual”, mientras que aquellos que pueden ser detectados en la 
mayoría de las personas son llamados “núcleo común” (Zoetendal y cols., 2008).  
Durante la edad adulta, la composición de la microbiota intestinal es relativamente 
estable a nivel de especie y predominan fundamentalmente los microorganismos anaerobios 
(Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus, 
y Ruminococcus) (Guarner y Malagelada, 2003). Sin embargo, puede haber una variación 
sustancial de las cepas durante un breve periodo de tiempo (McCartney y cols., 1996). Los 
medicamentos, los hábitos dietéticos y alimenticios, y principalmente los tratamientos con 
sustancias antimicrobianas producen cambios en la microbiota intestinal (Tiihonen y cols., 
2010). 
 
2.2. Funciones de la microbiota intestinal 
Producción de nutrientes esenciales en la mucosa 
El intestino humano es un exuberante ecosistema microbiano que recibe el nombre de 
microbioma y que contiene alrededor de un trillón de microorganismos con una carga 
genética 100 veces superior al genoma humano completo. La simbiosis de nuestro 
microbioma juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis y en la 
extracción de energía de la dieta (Tsai y Coyle, 2009; Macfarlane y Macfarlane, 2012). La 
importancia de la microbiota comensal para recuperar la energía de la dieta y producir 
vitaminas ha sido claramente demostrada en estudios en animales en un ambiente estéril que 
impedía la colonización del tracto gastrointestinal (Tremaroli y cols., 2010; Tsai y Coyle, 
2009). Así, al comparar a los roedores habituales con los roedores libres de microorganismos, 
se observó que los animales con alimentación estándar requerían un 30% más de energía en 
su dieta, además de necesitar la suplementación de vitamina K y varias vitaminas del grupo B 
para ayudar a su crecimiento y desarrollo. En el ser humano, se estima que la liberación de 
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energía por parte de la microbiota comensal es aproximadamente el 10% de la energía 
absorbida, pero depende en gran medida la dieta consumida (Savage, 1986).  
El genoma de nuestra microbiota intestinal, también conocido como microbioma, 
codifica numerosas funciones metabólicas que son únicas y no pueden ser llevadas a cabo por 
nosotros mismos, como por ejemplo, el procesamiento de componentes indigeribles de la 
dieta y los polisacáridos de las plantas. Estudios recientes han relacionado la microbiota 
intestinal con la obesidad. Estos estudios muestran que la obesidad está asociada con 
profundos cambios en la composición y en la función metabólica de la microbiota intestinal, 
permitiendo que la “microbiota obesa” obtenga más energía de la dieta (Harris y cols., 2012; 
Kallus y Brandt, 2012). Por otra parte, se ha demostrado que la microbiota intestinal, junto a 
sus productos, interactúa con las vías metabólicas del hospedador (como por ejemplo, las 
células epiteliales) y controla el gasto y el consumo de energía (Tilg, 2010).  
Cani y colaboradores demostraron que el consumo elevado de grasa en la alimentación 
aumentaba la permeabilidad intestinal y la concentración de lipopolisacáridos (LPS)  
bacterianos en plasma. Cambios en la microbiota intestinal controlan esta endotoxina 
metabólica y la inflamación. Además, la ingestión elevada de grasas podría tener un efecto 
directo proinflamatorio/antiinflamatorio, dependiendo de la naturaleza de los ácidos grasos, 
así como consecuencias inflamatorias a largo plazo relacionadas con la sobrecarga de tejido 
adiposo, e indirectamente, modulan la endotoxemia metabólica y la inflamación a través de 
efectos sobre la microbiota (Cani y cols, 2009). 
 
Regulación de la estructura intestinal 
La estructura del tracto gastrointestinal varía a lo largo de su longitud y una de sus funciones 
más importantes es la de ayudar en la digestión, absorción y en la respuesta inmune en cada 
uno de los segmentos. La microbiota intestinal parece ser muy importante para mantener la 
proliferación y diferenciación celular, necesaria por otra parte para mantener la estructura del 
intestino (Falk y cols., 1998; Miron y Cristea, 2012). 
 
Protección contra los microorganismos externos 
La microbiota intestinal es un elemento muy importante en la barrera de defensa de la 
mucosa. De hecho, se ha demostrado que los animales criados en un ambiente estéril son más 
susceptibles de padecer infecciones. Esto se debe a que en un ecosistema estable constituido 
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por bacterias comensales, estas compiten con las bacterias patógenas por los nutrientes y los 
espacios libres. Además, el epitelio intestinal produce sustancias que inhiben el crecimiento 
de los microorganismos patógenos y de otras bacterias transitorias del exterior que no forman 
parte de la microbiota intestinal, por lo que la posibilidad de que esos microorganismos 
patógenos puedan invadir la mucosa es limitada (Bauer y cols., 2006). 
 
Maduración y función del sistema inmune de la mucosa 
Debido a la presencia constante de un gran número de antígenos procedentes de la 
alimentación y de los microorganismos que ingerimos, la microbiota comensal estimula y 
coordina la respuesta inmune del tracto gastrointestinal para mantener la salud. Al nacer, el 
sistema inmunitario es inmaduro y comienza a madurar con la exposición a los antígenos de 
la microbiota comensal (Rakoff-Nahoum y Medzhitov, 2006). 
 
2.3. Composición de la microbiota en sujetos sanos y enfermos diagnosticados de 
Colitis Ulcerosa 
La microbiota intestinal está constituida por cerca de 1000 especies, la mayoría de ellas 
pertenecientes a las divisiones Firmicutes y Bacteroidetes y alcanza las concentraciones más 
elevadas en el íleon terminal y en el colon (Hattori y Taylor, 2009; Hegazy y El-Bedewy, 
2010, Zhu y cols., 2010). Además, la mayoría de las personas comparten una microbiota que 
constituye el núcleo de la misma y que comprenden de 50 a 100 especies de bacterias y un 
microbioma que alberga a más de 6000 grupos de genes funcionales (Zhu y cols., 2010). El 
contenido de microorganismos en el colon oscila entre 1010 y 1011 UFC/g de tejido 
(Tappenden y Deutsch, 2007). La densidad de bacterias presentes en las heces oscila entre 6 y 
9 x 1010 UFC/g, confirmado mediante técnicas moleculares (Thiel y Blaut, 2005).  
 
2.3.1. Heces  
La mayoría de los estudios sobre la microbiota intestinal están basados en el análisis de las 
heces, ya que su recolección es sencilla y no invasiva. Sin embargo, esta microbiota podría no 
representar a todas las comunidades bacterianas que viven en el tracto gastrointestinal, y que 
sin embargo parecen ser similares en la fracción mucosa a lo largo del colon (Zoetendal y 
cols., 2002; Lepage y cols., 2005). Las bacterias detectadas en las heces son una mezcla de las 
bacterias de la luz intestinal y de aquellas libres o mal adheridas a la mucosa. Por otra parte, 
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un inadecuado almacenamiento de la muestra o un retraso en el procesamiento puede ser 
decisivo a la hora de poder detectar microorganismos especialmente lábiles como los 
anaerobios (Ott y cols., 2004). 
 
 A) Sujetos sanos  
 El consorcio Europeo MetaHit ha establecido la existencia de tres enterotipos de 
microbiota intestinal en los sujetos sanos desde el punto de vista digestivo. Estos enterotipos 
se han realizado en función de las bacterias que constituyen el núcleo del microbioma. Así, se 
ha descrito el Enterotipo 1 con predominancia del género Bacteroides, el Enterotipo 2 con 
predominancia del género Prevotella y finalmente el Enterotipo 3 con mayor abundancia del 
género Ruminococcus (Arumugam y cols., 2011). 
En otros estudios anteriores también se había puesto de manifiesto que el filo más 
prevalente era Firmicutes (38%), seguido por Bacteroidetes (20%), y mucho más alejado por 
Actinobacteria (2%) (Turnbaugh y cols., 2009; Qin y cols., 2010). 
 
 B) Pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa 
 El grupo de Sokol y colaboradores observó que el filo Firmicutes, representado 
fundamentalmente por los grupos Clostridium coccoides-Eubacterium rectale y Clostridium 
leptum-Faecalibacterium prausnitzii, se detectaba en mayor proporción en los pacientes con 
Colitis Ulcerosa activa que en los sujetos sanos (Sokol y cols., 2009). La densidad de 
Bacteroidetes en los pacientes con Colitis Ulcerosa activa fue similar al de los sujetos sanos, 
pero aumentaba en los pacientes en fase de remisión (Andoh y cols., 2007; Sokol y cols., 
2009). También observaron un bajo número de Bifidobacterium en la microbiota de pacientes 
con Colitis Ulcerosa activa, al igual que otros autores (Favier y cols., 1997; Seksik y cols., 
2003; Mylonaki y cols., 2005; Sokol y cols., 2009). La cantidad de lactobacilos era mayor en 
fase de remisión que en fase activa (Andoh y cols., 2007). 
 
2.3.2. Mucosa cólica  
A diferencia de lo que ocurre en las heces, una biopsia de la mucosa cólica representa 
directamente la microbiota del tracto gastrointestinal de esa zona y parece la opción más 
adecuada para el estudio de las patologías relacionadas con ella. Existen algunos 
inconvenientes importantes en la utilización de muestras de biopsia. El principal 
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inconveniente es que deben ser recogidas por endoscopia, un procedimiento invasivo que no 
puede ser usado de forma rutinaria.  
 
A) Sujetos sanos 
En un estudio publicado en 2011, realizado en una cohorte de sujetos sanos 
procedentes de Alemania, se estableció que la microbiota cólica de estos individuos estaba 
constituida por: Firmicutes (42,94%), Bacteroidetes (41,98%), Proteobacteria (12,30%) y 
Actinobacteria (2,77%). Estos sujetos se agruparon fundamentalmente en el clúster 3, 
constituido por un elevado porcentaje de Ruminococcus obeum. (Lepage y cols., 2011). 
 
B) Pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa 
En el trabajo de Lepage y colaboradores cuantificaron la microbiota de pacientes 
procedentes de Lituania con Colitis Ulcerosa activa y encontraron Firmicutes (26%), 
Bacteroidetes (8%), Proteobacteria (15%) y Actinobacteria (28%). Así, el clúster 1 estuvo 
representado por especies relacionadas con Rhodococcus erythropolis que constituyeron el 
29,56%. Los pacientes agrupados en el clúster 2 presentaron porcentajes bajos de 
Actinobacteria pero proporciones más elevadas de Proteobacteria, principalmente 
Escherichia y Shigella (Lepage y cols., 2011). 
En otro trabajo llevado a cabo en la mucosa rectal de pacientes con Colitis Ulcerosa 
predominaron Bacteroides, Bifidobacterium y Prevotella. Las especies más prevalentes de 
Bacteroides fueron Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus y Bacteroides 
fragilis. El recuento de bifidobacterias fue 30 veces menor que en los sujetos sanos, siendo 
Bifidobacterium angulatum la más prevalente y Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium 
longum las que se encontraron en mayor densidad. Otros bacilos anaerobios fueron detectados 
como Lactobacillus, Clostridium y Eubacterium. La prevalencia de lactobacilos en la mucosa 
fue baja, mientras que los clostridios estuvieron es un número mayor que en los individuos 
sanos, siendo Clostridium clostridiiforme el predominante. Las especies de Eubacterium se 
detectaron en baja densidad en la mucosa rectal. También encontraron diversos cocos gram-
positivos anaerobios facultativos y estrictos en la mayoría de los pacientes como 
Enterococcus, Micrococcus luteus, Staphylococcus, Streptococcus y Peptostreptococcus, este 
último con una gran densidad de población. La prevalencia de cocos gram-negativos 
anaerobios fue baja, aunque cuando Veillonella estuvo presente, esta alcanzó una elevada 
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densidad. Con respecto a los bacilos gram-negativos, E. coli estuvo presente en la mayoría de 
los pacientes (Macfarlane y cols., 2004). 
 
3. COLITIS ULCEROSA: RELACIÓN CON LAS BACTERIAS 
La comprensión de la verdadera función que juegan las bacterias en el tracto gastrointestinal 
humano y su papel tanto en la salud como en la enfermedad, está experimentando una 
revolución. La densidad total de las bacterias intestinales supera en número a las células 
humanas por un factor de 10:1 (Tancrède, 1992; Bengmark, 1998). También se ha demostrado 
que no son metabólicamente inertes y que su actividad metabólica equivale a la de un órgano 
virtual (O’Hara y Shanahan, 2006). Todo ello ha llevado a la denominación de microbioma.  
La relación entre el microbioma y el hospedador es claramente simbiótica. El ejemplo más 
frecuentemente citado de esta simbiosis es el de la producción de butirato, que depende 
exclusivamente de las bacterias del colon. El butirato es la principal fuente de energía de los 
colonocitos (células epiteliales que recubren el interior del colon y estimulan la proliferación 
y la diferenciación de las células epiteliales intestinales) (Pryde y cols., 2002; Thibault y cols., 
2010). 
Existen evidencias indirectas de la participación de los microorganismos en la Colitis 
Ulcerosa, como es la presencia de infiltrados de neutrófilos en la mucosa intestinal, que 
podrían ser producidos como respuesta a la presencia de antígenos luminales (Gitter y cols., 
2001) y a la activación del NFkB (Bodger y cols., 2006) como consecuencia de la interacción 
de las bacterias con la superficie. 
El deterioro de la barrera mucosa, ya sea por alteraciones genéticas, o como 
consecuencia de infecciones por patógenos recurrentes, puede afectar a las interacciones entre 
el epitelio y las bacterias. Además, el receptor de la flagelina bacteriana (principal 
componente de los flagelos de las bacterias), llamado TLR(toll- like receptor)-5, se localiza 
principalmente en la cara basolateral de la superficie de las células epiteliales y solo es 
accesible a la flagelina de las bacterias una vez que la barrera de la mucosa intestinal está 
deteriorada. La interacción entre la flagelina bacteriana y el receptor TLR5 desencadena la 
liberación de IL(interleuquina)-8 por la células epiteliales, que estimulan la activación y el 
reclutamiento de neutrófilos que terminan produciendo una Colitis crónica (Friswell y cols., 
2010). 
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En la literatura, existen numerosos trabajos que han relacionado diversos géneros y 
especies bacterianas con la Colitis Ulcerosa, entre los que podemos destacar los siguientes:  
 
Bacteroides 
Este género comprende a un gran número de especies de bacilos gram-negativos y 
anaerobios, que pueden estar formando parte de la microbiota intestinal, o bien pueden estar 
implicados en patologías de diversa índole, fundamentalmente abscesos (Swidsinski y cols., 
2009). Los miembros del género Bacteroides están entre las especies más frecuentemente 
representadas en el colon humano (Salyers, 1984). Unas pocas como B. fragilis son 
patógenas, pero la mayoría son especies comensales (Noor y cols., 2010). 
Algunos estudios sugieren que el género Bacteroides, especialmente las especies B. 
vulgatus y B. fragilis, podrían jugar un papel muy importante en la patogénesis de la Colitis 
Ulcerosa (Matsuda y cols., 2000). Las enterotoxinas producidas por las cepas de B. fragilis 
han sido también asociadas a enfermedades que van acompañadas de diarrea. Además, B. 
fragilis estimula la liberación de IL-8 que está asociada a la patogenia de la Colitis Ulcerosa 
(Prindiville y cols., 2000; Sanfilippo y cols., 2000; Kim y cols., 2001; Rabizadeh y cols., 
2007). En el estudio de Ohkusa y colaboradores, las cepas B. vulgatus 90 y B. vulgatus JCM 
5826 en el modelo de invasión de las células epiteliales del colon, estimularon la liberación de 
IL-8 (Ohkusa y cols., 2009). 
 
Bifidobacterium 
Son bacilos gram-positivos anaerobios estrictos que se encuentran colonizando el tracto 
gastrointestinal (Tannock, 2002). Algunos autores han estudiado la relación de 
Bifidobacterium con la Colitis Ulcerosa y han comprobado que en los pacientes afectos, esta 
bacteria estaba en una menor proporción que en los individuos sanos, por lo que podría tener 
un papel protector (Macfarlane y cols., 2005; Mylonaki y cols., 2005). Por ello, esta bacteria 
ha sido utilizada como probiótico en estudios destinados a disminuir la inflamación e inducir 
y mantener la fase de remisión de la Colitis Ulcerosa (Nagasaki y cols., 2010; Sa ng y cols., 
2010; Veiga y cols., 2010).  
La actividad antiinflamatoria de Bifidobacterium podría deberse a que mejora la 
producción de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 en las células mononucleares 
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presentes en sangre periférica, así como a que inhibe la secreción de IL-8 en las células 
epiteliales del intestino (Imaoka y cols., 2008). También se ha encontrado que los probióticos 
con B. longum reducen la producción de TNF-α e IL-1α e incrementan las citoquinas 
antiinflamatorias TGF (factor de crecimiento transformante)-β en las células HT-29, las 
cuales juegan un papel importante en la regulación de la función de la barrera intestinal y en 
la tolerancia a las bacterias comensales (Bahrami y cols., 2011).  
 
Campylobacter jejuni 
Se trata de bacilos gram-negativos microaerófilos y capnófilos que están relacionados, 
sobre todo, con infecciones gastrointestinales. Algunos estudios han sugerido que la infección 
por este microorganismo puede facilitar la invasión del epitelio del colon por organismos 
comensales no patógenos por un mecanismo paracelular o transcelular que es dependiente de 
la cepa (Kleessen y cols., 2002; Lamb-Rosteski y cols., 2008; Kalischuk y cols., 2009). 
Campylobacter jejuni es capaz de alterar las uniones epiteliales, aumentando la permeabilidad 
paracelular y permitiendo la translocación de los microorganismos no invasivos a través de 
las capas epiteliales. Además, el cambio de conformación de los receptores TLR aumenta la 
frecuencia de interacción con la microbiota intestinal, conduciendo a la liberación del NFkB y 
produciendo inflamación. Por otro lado, otras cepas de C. jejuni inducen una translocación 
transcelular mediante balsas lipídicas, que conduce a la interacción con los receptores NOD 




Es un bacilo gram-positivo anaerobio y esporulado, que se encuentra relacionado 
fundamentalmente a diarreas asociadas al consumo de antibióticos. Los pacientes con Colitis 
Ulcerosa infectados con C. difficile tienden a tener una enfermedad más prolongada con una 
marcada respuesta en la fase aguda, asociada con unos niveles relativamente altos en suero de 
la proteína C reactiva (Ricciardi y cols., 2009). Dado que el portador asintomático de C. 
difficile existe en pacientes con Colitis Ulcerosa, la principal implicación clínica es que a 
todos los pacientes que sufran recaídas de esta enfermedad se les debe recoger una muestra de 
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heces para estudiar la presencia de este microorganismo y de sus toxinas, especialmente 
aquellos pacientes que reciban terapia inmunosupresora (Issa y cols., 2007).  
 
Escherichia coli 
Es un bacilo gram-negativo que pertenece a la familia de las enterobacterias. Está 
implicado en una gran variedad de patologías y forma parte de la microbiota gastrointestinal 
del ser humano, siendo una de las especies más representadas en los individuos sanos 
(Macfarlane y cols., 2004). 
El primer vínculo de unión entre la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y este 
microorganismo fue sugerido en 1978 por Tabaqchali y colaboradores quienes informaron de 
una elevación en los títulos de anticuerpos frente al antígeno O de E. coli en pacientes con 
esta enfermedad (Tabaqchali y cols., 1978). Otros estudios han mostrado un incremento de E. 
coli asociado a la mucosa, posiblemente en un grado ligeramente menor que en la 
Enfermedad de Crohn (Swidsinski y cols., 2002; Kotlowski y cols., 2007). Por el contrario, 
también se ha descrito que no muestran ninguna asociación, probablemente por diferencias en 
la técnica de muestreo, como la eliminación de las capas de mucus previas al cultivo (Martin 
y cols., 2004). Tampoco hay evidencia de invasión de la mucosa por E. coli en pacientes con 
Colitis Ulcerosa. Parece más probable que, en la Colitis Ulcerosa, la mucosa asociada a E. 
coli pueda interaccionar con la superficie de las células epiteliales pero sin invadirla. Esto 
encajaría con la naturaleza superficial de la Colitis Ulcerosa leve y con la activación del 
NFkB de la superficie epitelial en la fase temprana de la enfermedad (Bodger y cols., 2006). 
Otro resultado probable de esa interacción sería la liberación de IL-8 por las células 
epiteliales. Hay evidencias que sugieren que este hecho es consecuencia de la interacción de 
la flagelina bacteriana con el receptor TLR5. Cabe destacar que esto puede ser el resultado de 
la interacción de cepas de E. coli tradicionalmente consideradas como comensales (Bambou y 
cols., 2004). 
Un reciente estudio pone de manifiesto la presencia de E. coli adherente e invasiva en 
las biopsias de los pacientes recién diagnosticados de la enfermedad, lo que sugiere que estas 
cepas podrían tener un papel muy importante en la fases iniciales al comienzo de la 
enfermedad (Sepehri y cols., 2011). 
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Estudios de probióticos con la cepa de E. coli Nissle 1917 (Mutaflor R) han 
demostrado efectos beneficiosos en los pacientes con Colitis Ulcerosa, tanto en el 
mantenimiento de la remisión como en la reducción de los síntomas durante la fase activa de 
la enfermedad (Henker y cols., 2008; Matthes y cols., 2010).  
 
Fusobacterium  
Bacilo gram-negativo anaerobio que produce grandes cantidades de ácido butírico 
como producto final de su metabolismo (Jousemies-Somer, 1997). Fusobacterium varium 
forma parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal (Citron, 2002) y es la especie 
del género Fusobacterium que con más frecuencia se ha relacionado como agente implicado 
en la Colitis Ulcerosa.  
Ohkusa y colaboradores encontraron una gran densidad de F. varium en la mucosa 
cólica inflamada de los pacientes con Colitis Ulcerosa y anticuerpos específicos frente a este 
microorganismo en el suero (Ohkusa y cols., 2002; Ohkusa y cols., 2009). También 
encontraron que la producción de citoquinas por las células epiteliales del colon es un 
mecanismo primario de defensa del hospedador, debido a que estableció un modelo in vitro 
por el que las bacterias comensales atacaban o penetraban en las células epiteliales. De esta 
manera, se ha puesto de manifiesto que F. varium estimula la liberación de citoquinas como 
IL-8 y TNF-α. Además, se ha comprobado mediante inmunohistoquímica, que la expresión de 
IL-8, TNF-α y NFkB p65 del núcleo estaba aumentada en la mucosa rectal de los pacientes 
con Colitis Ulcerosa activa, pero no en la fase de inactividad (Ohkusa y cols., 2009). 
Otros estudios utilizaron un enema con ácido butírico producido por F. varium para 
inducir la apoptosis en el epitelio cólico en un modelo de ratón, con la consecuente formación 
de abscesos en las criptas y lesiones parecidas a las de la Colitis Ulcerosa, así como la 




Las especies de este género son bacilos gram-negativos espirilares curvados que 
colonizan las capas mucosas del tracto gastrointestinal. En función del lugar de colonización, 
las especies del género Helicobacter se dividen en dos grupos: las especies gástricas, 
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representadas por Helicobacter pylori, las cuales han sido asociadas con gastritis y otros 
trastornos gástricos y duodenales; y las especies enterohepáticas, que colonizan el sistema 
hepatobiliar y a las que se ha querido relacionar con enfermedades hepáticas e intestinales 
crónicas, así como con la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Zhang y cols., 2006).  
Diferentes especies del género Helicobacter han sido utilizadas para inducir Colitis en 
modelos de roedores, como por ejemplo, Helicobacter hepaticus y Helicobacter bilis (Cahill 
y cols., 1997; Shomer y cols., 1997). Se observó una reducción de los organismos comensales 
en respuesta a la infección por Helicobacter, ya que la respuesta inmune mediada por las 
inmunoglobulinas G frente a las bacterias comensales es anterior a la aparición de la Colitis, 
pero tiene lugar tras la infección por H. bilis (Kuehl y cols., 2005; Whary y cols., 2006; 
Jergens y cols., 2007). Esto sugiere un papel potencial de Helicobacter en la inducción del 
cambio de la microbiota sana a la disbiosis (Fox, 2007).  
En los últimos años, las técnicas moleculares han permitido la identificación de esto s 
microorganismos en pacientes con Colitis Ulcerosa. Así, algunos estudios han demostrado 
que la prevalencia de especies distintas de Helicobacter pylori es mayor en los adultos y en 
los niños con Colitis Ulcerosa que en los sujetos sanos, aunque esto parece ser más evidente 
en los pacientes con Enfermedad de Crohn (Hansen y cols., 2010; Genta y Sonnenberg, 2012). 
 
Lactobacillus 
Bacilo gram-positivo anaerobio o microaerófilo que se encuentra formando parte de la 
microbiota de las mucosas. Aunque la mayoría de las especies de este género son bacterias 
beneficiosas para el ser humano, en individuos inmunodeprimidos pueden producir graves 
patologías. 
Por lo general, son microorganismos reconocidos como seguros, que mejoran las 
alteraciones de la microbiota por sus efectos probióticos, tienen efectos antidiabéticos y 
antihiperlipidémicos, inhiben la carcinogénesis, tienen efectos anticolíticos e inducen la 
activación no específica del sistema inmune del individuo (Perdigon y cols., 1991; Taranto y 
cols., 1998; Collins y Gibson, 1999; Tabuchi y cols., 2003; Peran y cols., 2007).  
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4. TÉCNICAS MOLECULARES TRADICIONALES  
Los ácidos nucleicos y las proteínas son macromoléculas comunes a todos los seres vivos que 
cambian con el tiempo. Por ello, pueden considerarse como cronómetros moleculares o 
documentos de la historia evolutiva. Asumiendo que los cambios se producen al azar y que 
aumentan con el tiempo de manera lineal, las diferencias en la secuencia de los monómeros 
(nucleótidos o aminoácidos) que integran macromoléculas homólogas, presentes en dos 
formas de vida, reflejan la distancia evolutiva existente entre ellas. Esta idea se ha venido 
utilizando durante décadas para establecer las relaciones filogenéticas entre los seres vivos, 
creando un marco apropiado para su clasificación e identificación (Zuckerkandl y Pauling, 
1965). 
El 16S ARN ribosómico (ARNr) es la macromolécula más ampliamente utilizada en 
estudios de filogenia y taxonomía bacteriana. Su aplicación como cronómetro molecular fue 
propuesta por Carl Woese en la década de los 70 (Amaral-Zettler y cols., 2008). Los estudios 
de Woese originaron la división de los procariotas en dos grupos o reinos: Eubacteria y 
Archaebacteria, cuya divergencia es tan profunda como la encontrada entre ellos y los 
eucariotas. Además, permitieron establecer las divisiones mayoritarias y subdivisiones dentro 
de ambos reinos (Woese, 1987). Posteriormente, Woese introdujo el término dominio para 
sustituir al reino como categoría taxonómica de rango superior, y distribuyó a los organismos 
celulares en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya, el último de los cuales engloba a 
todos los seres eucariotas (Woese y cols., 1990). Desde entonces, el análisis del 16S ARNr se 
ha utilizando ampliamente para establecer las relaciones filogenét icas dentro del mundo 
procariota, causando un profundo impacto en nuestra visión de la evolución y, como 
consecuencia, en la clasificación e identificación bacteriana. De hecho, las ediciones vigentes 
de los dos tratados fundamentales de bacteriología, el Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology (http://www.springer-ny.com/bergeysoutline/main.htm) y The Prokaryotes 
(http://www.prokaryotes.com), basan su estructuración del mundo procariota en las relaciones 
filogenéticas establecidas con esta macromolécula. 
En la actualidad, la mayor parte de las bacterias de interés clínico pueden identificarse 
fácilmente mediante técnicas microbiológicas convencionales que requieren el aislado previo 
del agente patógeno y se basan en características fenotípicas. Sin embargo, existen situaciones 
en las cuales la identificación fenotípica necesita mucho tiempo, resulta difícil o, incluso, 
imposible. En estas circunstancias, la identificación molecular basada en el análisis del 16S 
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ARNr (o del gen que lo codifica) puede representar una ventaja tanto en tiempo como en 
precisión, llegando incluso a competir de manera favorable con otras técnicas rápidas y 
eficaces, como las inmunológicas. 
 
4.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Gen 16 S ARNr  
Es un polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 nucleótidos (nt), codificado por 
el gen rrs a partir de cuya secuencia se puede obtener información filogenética y taxonómica. 
Como cualquier secuencia de nucleótidos de cadena sencilla, el 16S ARNr se pliega en una 
estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, 
alternando con regiones de cadena sencilla (Neefs y cols., 1990). Proceden de las subunidades 
pequeñas de los ribosomas y reciben el nombre de ARNr SSU (del inglés, small subunit). Se 
encuentran altamente conservados, presentando regiones comunes a todos los organismos, 
pero contienen además variaciones que se concentran en zonas específicas. El análisis de la 
secuencia de fragmentos del gen 16S ARNr de distintos grupos filogenéticos reveló un hecho 
adicional de gran importancia práctica: la presencia de una o más secuencias características 
que se denominan oligonucleótidos firma. Se trata de secuencias específicas cortas que 
aparecen en todos o en la mayor parte de los miembros de un determinado grupo filogenético, 
y nunca, o sólo raramente, están presentes en otros grupos, incluidos los más próximos. Por 
ello, los oligonucleótidos firma pueden utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su 
propio grupo (Woese y cols., 1985). 
El 16S ARNr  presenta una serie de características, en base a las cuales fue considerado 
por Woese como cronómetro molecular definitivo (Woese, 1987): 
1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales. 
Constituye, por tanto, una diana universal para su identificación. 
2. Su estructura y función han permanecido constantes durante un tiempo muy 
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente 
cambios aleatorios. 
3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar 
información acerca de todos los procariotas a lo largo de toda la escala evolutiva. Los 




ARNr SSU contienen, sin embargo, suficiente variabilidad para diferenciar, no sólo 
los organismos más alejados, sino también los más próximos. 
4. El tamaño relativamente largo, 1500 nt, minimiza las fluctuaciones estadísticas.  
5. La conservación en estructura secundaria puede servir de ayuda en las 
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.  
6. Dado que resulta relativamente fácil secuenciar los fragmentos de 16S ARNr, 
existen bases de datos amplias en continuo crecimiento. 
 Una vez determinada la secuencia de nucleótidos y establecidas las comparaciones, 
será el grado de similitud entre las secuencias de 16S ARNr  de dos bacterias lo que indique 
su relación evolutiva. 
 
Figura 4.  Representación del gen 16S ARNr con sus regiones variables (v) y conservadas (c).  
 
4.1.1. Amplificación 
La amplificación del 16S ARNr se realiza en un termociclador (aparato que va a mantener la 
temperatura necesaria en cada una de las etapas que conforman un ciclo), gracias a la reacción 
en cadena de la polimerasa. Esta técnica fue descrita por primera vez por Saiki y 




 Para llevar a cabo la reacción se necesitan los siguientes reactivos (Murray y cols., 
2007): 
- Cuatro desoxinucleótidos-trifosfato (dNTP): actúan como sustratos para polimerizar el 
ADN (ácido desoxirribonucleico). Son los desoxinucleótidos de Adenina (dATP), 
Timina (dTTP), Citosina (dCTP) y Guanina (dGTP).  
- Dos cebadores o iniciadores: oligonucleótidos que son, cada uno, complementarios a 
una de las dos hebras del ADN. Son secuencias cortas, de entre seis y cuarenta 
nucleótidos, normalmente de 18 a 22, que permiten que la ADN polimerasa inicie la 
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reacción. Deben estar situados enfrentados y a no mucha distancia. Delimitan la zona 
de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucleótidos que definen los 
extremos de la secuencia que se desea replicar.  
- Iones divalentes: se suele usar magnesio (Mg2+), agregado comúnmente como cloruro 
de magnesio (MgCl2), o algún otro catión divalente. Actúan como cofactores de la 
ADN polimerasa. La concentración de iones magnesio es un parámetro fundamental 
que influye tanto en la eficiencia como en la especificidad de la PCR, de tal forma 
que concentraciones bajas de magnesio disminuyen la eficiencia y el rendimiento de 
la PCR, mientras que concentraciones elevadas del mismo aumentan, tanto la 
estabilidad del complejo formado por el cebador y la hebra de ADN que actúa como 
molde, como la eficiencia de la PCR, pero disminuyen la especificidad de la 
reacción debido a que los cebadores pueden unirse a sitios inespecíficos del ADN 
molde y secuencias no deseadas pueden ser amplificadas (Owczarzy y cols., 2008).  
 - Iones monovalentes: se utiliza el potasio (K+) en forma de KCl. 
 - Una solución tampón (buffer): mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de 
la ADN polimerasa. 
- ROX (6-carboxi-X-rodamina): detector de referencia pasivo que sirve para minimizar 
los errores de pipeteo, tanto en el volumen como en la concentración (Wang y cols., 
2007a). 
- ADN polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con temperatura óptima alrededor 
de 70 °C (la más común es la polimerasa Taq (Termus aquaticus)). 
- ADN molde, que contiene la región de ADN que se va a amplificar.  
 
Enzimas implicadas 
Todas las ADN polimerasas catalizan la misma reacción en la cual un nucleótido es 
añadido al extremo 3´del cebador (función polimerasa 5´→3´): ADNn + dNTP ↔ ADNn+1 + 
PPi (pirofosfato inorgánico) (Figura 5). Aunque esta reacción puede ser reversible por 
pirofosforolisis, el PPi es hidrolizado por pirofosfatasas inorgánicas. En general, la síntesis de 
ADN por polimerasas termoestables requiere la formación del complejo formado por el 
cebador y la hebra molde de ADN para comenzar, aunque algunas enzimas pueden sintetizar 
ADN sin la presencia de cebadores o ADN molde (Pavlov y cols., 2004).  




La ADN polimerasa requiere de la presencia de iones Mg2+ para comenzar la síntesis. 
El Mg2+ puede ser sustituido por iones Mn2+, los cuales inducen a una elevada tasa de error 
durante la síntesis de ADN pero permiten también que las polimerasas utilicen ARN como 
molde (Pavlov y cols., 2004). 
Muchas ADN polimerasas poseen un dominio N-terminal que está asociado con 
funciones complementarias, como el dominio exonucleasa 5´→ 3´ en la polimerasa Taq o el 
dominio exonucleasa 3´→5´ proofreading (corrección de errores en la polimerasa 
Thermococcus gorgonarius (Tgo) (Figura 5). La incorporación de un nucleótido no 
complementario en la cadena de ADN en formación conduce a la translocación del extremo 3´ 
de la cadena de ADN en el dominio 3´-exonucleasa de la polimerasa, donde la base 
introducida erróneamente es eliminada por hidrólisis: ADNn+1 + H2O → ADNn + dNMP. Esta 
reacción es irreversible y aumenta considerablemente la precisión de la copia del ADN molde. 
Si la polimerasa encuentra muchos nucleótidos desaparejados en el extremo 3´ del complejo, 
es capaz de degradar la secuencia de la molécula de ADN desde el extremo 3´. Esta reacción 
requiere la presencia de iones divalentes como el Mg2+, pero es ineficiente cuando el número 
de nucleótidos modificados en el extremo 3´ es muy elevado (Pavlov y cols., 2004).  
 Algunas ADN polimerasas tienen actividad nucleasa 5´→3´ y son capaces de cortar y 










Figura 5. Funciones del ADN polimerasa.  
 
Ciclos de amplificación 
 El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos 
de temperatura llamados ciclos. Cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos a diferentes 
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temperaturas. La PCR común se realiza con ciclos que tienen tres pasos de temperatura. Los 
ciclos, cuando las Taq necesitan activarse por calor, están precedidos por un choque térmico a 
alta temperatura (> 90°C), y van seguidos por otros choques térmicos al final del proceso para 
la extensión de producto final. Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo 
dependen de gran variedad de parámetros. Éstos incluyen la enzima usada para la síntesis de 
ADN, la concentración de iones divalentes y de los dNTP en la reacción, la temperatura de 
unión de los cebadores, así como la longitud del ADN que se desea amplificar (Murra y y 
cols., 2007). 
 
Tipos de PCR 
 I) PCR convencional 
 Se lleva a cabo en un termociclador estándar y se utiliza para la identificación de 
microorganismos a partir de muestras clínicas o cultivo. Una vez el producto haya sido 
amplificado, este deberá secuenciarse en algunos de los sistemas ya conocidos (Bartlett y 
Stirling, 2003). 
 
II) PCR en tiempo real (PCR-RT) 
La PCR-RT ha revolucionado la forma de diagnosticar los patógenos humanos en los 
laboratorios de microbiología clínica (Cockerill, 2003; Bankowski y Anderson, 2004). Este 
método combina la química de la PCR con la detección de la fluorescencia liberada por el 
producto amplificado en el mismo recipiente en el que ha tenido lugar la reacción. La 
detección del producto amplificado en la PCR tiene lugar en pocas horas, por lo que es un 
método de detección mucho más rápido que la PCR convencional (Espy y cols., 2006).  
La PCR-RT tiene una sensibilidad y especificidad equivalente a la PCR convencional 
combinada con el Southern blot. Además, como los pasos de amplificación y detección de los 
ácidos nucleicos son llevados a cabo en el mismo recipiente de reacción, el riesgo de 
contaminación del posterior análisis es menor comparado con los métodos basados en PCR 
convencional. La PCR-RT requiere menos pasos y es una técnica más simple para llevar a 
cabo que la PCR convencional (Espy y cols., 2006).  
Existen varios métodos para la detección de los ácidos nucleicos, pero solo 
describiremos la técnica que usa SYBR Green.  
 




Es un fluoróforo (molécula que emite fluorescencia) que actúa como agente 
intercalante del ADN que sirve para detectar la acumulación de cualquier producto de ADN 
de doble cadena. Tras la formación del producto de ADN amplificado, numerosas moléculas 
de este fluoróforo se unen al producto formado y emiten una intensa señal de fluorescencia 
que es fácilmente detectado por el sistema (VanGuilder y cols., 2008) (Figura 5). 
El SYBR Green proporciona sensibilidad en la detección pero no especificidad. Para 
aumentar la especificidad de la técnica se lleva a cabo, al final de la amplificación, una fase de 
disociación, que consiste en someter al producto amplificado (amplicón) a un ciclo de 
temperatura elevada, con la finalidad de fundir al producto amplificado, el cual emitirá 
fluorescencia a una temperatura característica llamada temperatura de fusión (Tm) del 
amplicón, y mediante el análisis de esta curva de fusión podemos detectar los diferentes 
productos amplificados. Esta Tm del amplicón dependerá del porcentaje de G+C y de la 
longitud del producto amplificado (Espy y cols., 2006).  
 
4.1.2. Secuenciación 
La secuenciación del ADN comenzó en 1977, cuando Frederick Sanger desarrollo el método 
dideoxi y Maxam y Gilbert desarrollaron el método químico (Maxam y Gilbert, 1977; Sanger 
y cols., 1977). 
 
Método enzimático de Sanger 
El principio clave del método de Sanger es el uso de didesoxinucleótidos trifosfato 
(ddNTP) como terminadores de la cadena de ADN (Sanger y cols., 1977).  
El método clásico de terminación de la cadena o método de Sanger necesita una hebra 
molde de ADN de cadena sencilla, un cebador de ADN, una ADN polimerasa I de E. coli con 
nucleótidos marcados radiactivamente o mediante fluorescencia y nucleótidos modificados 
que terminan la elongación de la cadena de ADN. La muestra de ADN se divide en cuatro 
reacciones de secuenciación separadas que contienen los cuatro desoxinucleótidos estándar 
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) y una ADN polimerasa. En cada reacción se añade solo uno de 
los cuatro didesoxinucleótidos (ddATP, ddGTP, ddCTP, o ddTTP). Estos didesoxinucleótidos 
terminan la elongación de la cadena al carecer de un grupo 3'-OH que se necesita para la 
formación del enlace fosfodiéster entre dos nucleótidos durante la elongación de la cadena de 
Antecedentes del tema 
 41 
ADN. La incorporación de un didesoxinucleótido en la nueva cadena de ADN termina su 
extensión, lo que produce varios fragmentos de ADN de longitud variable. Los 
didesoxinucleótidos se añaden a concentraciones lo suficientemente bajas como para que 
produzcan todas las posibilidades de fragmentos de ADN y al mismo tiempo sean suficientes 
para realizar la secuenciación (Hutchison, 2007). Los fragmentos de ADN sintetizados y 
marcados de nuevo son desnaturalizados por calor y separados por tamaño (con una 
resolución de un solo nucleótido) mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-urea. Cada 
una de las cuatro reacciones de síntesis se corre en carriles individuales (Carril A, T, G y C) y 
se visualizan las bandas de ADN mediante autorradiografía o luz ultravioleta (UV), y la 




 Este sistema separa, detecta y analiza secuencias de ADN marcadas con fluorescencia 
basándose en el tamaño de la secuencia. Los resultados se dan como cromatogramas que 
registran los picos de fluorescencia. Las reacciones de secuenciación se efectúan por separado 
mediante un termociclador (MacBeath y cols., 2001). 
 
4.2. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado  
La movilidad electroforética de las moléculas de ADN con una longitud mayor de 20 
Kilobases (Kb) es casi independiente de la masa molecular en los campos eléctricos 
unidireccionales, debido a los efectos de extensión y orientación. Por ello, para separar estas 
moléculas de ADN mediante campos eléctricos pulsados, se debe aplicar la corriente de 
manera intermitente y en una sola dirección, en direcciones opuestas o en ángulos obtusos. La 
separación por la masa molecular es debido a que las moléculas de ADN que están extendidas 
y orientadas en los campos eléctricos originales, se relajan hacia conformaciones en forma de 
ovillo cuando el campo eléctrico es eliminado o se cambia la amplitud y/o dirección del 
mismo. El grado de relajación dependerá del tamaño del ADN. El grado de separación óptimo 
se determina por la relación entre la duración del pulso y el tiempo de reorientación del ADN. 
Sin embargo, los efectos de captura se observan cuando el tiempo del pulso es parecido al 
tiempo que tarda el ADN en cambiar su orientación, provocando que las moléculas de ADN 
migren en un orden que no depende de su masa molecular (Stellwagen y Stellwagen, 2009).  




Enzimas implicadas en el proceso 
I) Lisozima 
Fue descubierta por Alexander Fleming en 1922. Es una enzima de 14,4 KDa que daña 
las células bacterianas catalizando la hidrólisis de las uniones beta 1,4 entre los residuos de 
ácido N-acetilmurámico y N-acetil-D-glucosamina del peptidoglicano (Ganz, 2004).  
Se utiliza en técnicas como la electroforesis en gel en campo pulsado porque rompe la 
pared de microorganismos gram-positivos como los enterococos. 
 
II) Proteinasa K 
Es una serín-proteasa de amplio espectro. Esta enzima fue descubierta en 1974 en un 
extracto del hongo Tritirachium album. La proteinasa K es capaz de digerir la queratina del 
pelo, de ahí su nombre (Ebeling y cols., 1974).  
Se usa en genética molecular para digerir proteínas y eliminar los contaminantes de las 
preparaciones que contienen ácidos nucleicos, ya que inactiva las nucleasas que podrían 
degradar el ADN o el ARN durante el proceso de purificación. Es muy adecuada para esta 
aplicación, ya que la enzima se activa en presencia de productos químicos que desnaturalizan 
las proteínas, tales como el SDS y la urea, agentes quelantes como EDTA, reactivos con 
grupos sulfhidrilo, así como inhibidores de tripsina o quimotripsina. Además, es estable en un 
amplio rango de pH (4-12), con un pH óptimo entre 7,5 y 12 (Panek y cols., 2011).  
 
III) SmaI 
Es una enzima de restricción producida por el microorganismo Serratia marcescens 
que posee una diana de restricción en el ADN de cadena doble dependiente de una secuencia 
no metilada, palindrómica y no escalonada, sobre la cual su actividad catalítica hidrolasa 
genera extremos romos (Rodrigues da Cunha y cols., 2012) (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Sit io de reconocimiento de SmaI. 
 
Sitio de reconocimiento Resultado del corte  
5' CCCGGG 3' 
3' GGGCCC 5' 
5' CCC  GGG 3' 
3' GGG  CCC 5' 




 Es una enzima de restricción producida por el microorganismo Xanthomonas badrii 
que posee una diana de restricción en el ADN de cadena doble dependiente de una secuencia 
no metilada, palindrómica y escalonada, sobre la cual su actividad catalítica hidrolasa genera 
extremos cohesivos (Van Cott y Wilson, 1988) (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Sit io de reconocimiento de XbaI. 
 
Sitio de reconocimiento Resultado del corte  
5' TCTAGA 3' 
3' AGATCT 5' 
5' T  CTAGA 3' 
3' AGATC  T 5' 
 
4.3. MALDI-TOF MS 
Recibe este nombre por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 
Time-Of-Flight Mass Spectrometry y fue propuesto por primera vez por Karas y 
colaboradores en 1987 (Karas y cols., 1987). 
 El concepto es bastante simple: cuando iones de diferente masa y carga son expuestos 
a un campo eléctrico, esto les permite recorrer un espacio de una longitud dada en un tiempo 
determinado que depende de su masa y de su carga. Para ello, se mezcla una muestra con una 
matriz para conseguir su cristalización dentro de ella. Posteriormente, la muestra cristalizada 
es introducida dentro de un espectrómetro de masas, donde se bombardea con un laser UV. La 
matriz absorbe la energía del laser y la muestra se vaporiza, liberando iones de varios 
tamaños. Estos iones pasan a través de unas ranuras de aceleración y viajan a través de un 
tubo de vuelo, donde los iones más pequeños viajan más rápido que los grandes. Cuando los 
iones alcanzan el final del tubo de vuelo pasan por un detector. El tiempo de vuelo requerido 
para alcanzar el detector es utilizado para calcular la masa de los iones. La información 
recogida, después de que los iones alcancen el detector, es utilizada para crear un espectro de 
masas, el cual informa, no solo de la masa y la carga de los iones, sino también del número de 
iones de un tamaño determinado que alcanzó el detector (Giebel y cols., 2010) (Figura 6). 
 La tecnología del MALDI-TOF MS se utiliza para caracterizar a los microorganismos 
por dos motivos fundamentalmente. El primer motivo es porque las células intactas se utilizan 




para generar un único espectro que es conocido como la huella digital del microorga nismo, el 
cual se compara con huellas digitales recogidas previamente. Por esta razón, es una técnica 
bastante sencilla, ya que utiliza células intactas con un mínimo procesamiento. Por lo general, 
solo requiere que un microorganismo aislado sea cultivado en un medio sólido o líquido de 
cultivo. Las células intactas de ese microorganismo se mezclan posteriormente con la matriz 
en la superficie de una placa. Una vez seca, la muestra es analizada en el MALDI-TOF MS. 
El espectro contiene una serie de picos que constituyen la huella digital. Los picos representan 
a moléculas biológicas, incluidas proteínas, que se encuentran dentro o en la superficie de los 
microorganismos, aunque algunos picos pueden representar a moléculas biológicas de origen 
intracelular o citoplasmáticas. La presencia de estas proteínas se ha atribuido a las diferencias 
en la expresión génica que tienen lugar en las bacterias a nivel de género, especie y cepa 
(Giebel y cols., 2010). 
La segunda razón por la que se utiliza este sistema para la caracterización de los 
microorganismos es porque, a través del espectro de masa de microorganismos desconocidos, 
podemos identificarlos al compararlos con los espectros de masas de proteínas que se 
encuentran en la base de datos. Una vez que han sido identificadas las proteínas, el 














Figura 6. Funcionamiento del sistema MALDI-TOF MS y espectro generado por el sistema informático  
acoplado. 
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5. METAGENÓMICA 
Clásicamente, todos los estudios previos sobre la microbiota intestinal se han apoyado en el 
análisis del gen 16S ARNr mediante el uso de técnicas moleculares como la electroforesis en 
gel por gradiente desnaturalizante (DGGE), la hibridación fluorescente in situ (FISH), la PCR 
cuantitativa o la secuenciación capilar por el método de Sanger (Zoetendal y cols., 2008). Sin 
embargo, para abordar un análisis del complejo y denso ecosistema microbiano, estos 
métodos proporcionan una visión incompleta de la composición microbiana, revelando solo la 
existencia de los taxones más abundantes. En los últimos años, el rápido desarrollo de las 
técnicas de secuenciación de última generación ha permitido secuenciar un gran número de 
taxones mediante el gen 16S ARNr de bacterias no cultivables, con un coste económico y de 
tiempo mucho más bajo que la secuenciación tipo Sanger. Además, estas técnicas evitan el 
paso previo por procedimientos basados en la clonación y/o cultivo, que antes eran 
necesarios, con sus sesgos asociados, permitiendo que las comunidades microbianas puedan 
ser investigadas con una mayor resolución e identificando taxones que son menos abundantes  
(Maccaferri y cols., 2011). Sin embargo, esto podría disminuir la certeza taxonómica debido a 
longitudes de lectura más cortas, y a veces de peor calidad (Claesson y cols., 2009).  
Recientes trabajos basados en técnicas de alto rendimiento para el estudio de la 
composición microbiana han usado la tecnología de la pirosecuenciación con el sistema 454 
Life Science (Margulies y cols., 2005; Wang y cols., 2012) y la secuenciación masiva 
mediante el sistema Illumina (Lazarevic y cols., 2009; Qin y cols., 2010). 
 
5.1. Historia de la pirosecuenciación 
Esta técnica fue descubierta en el año 1985 por Nyrén y Lundin mediante la monitorización 
continua de la formación de ATP en la reacción ATP sulfurilasa usando la enzima luciferasa 
purificada de la luciérnaga (Nyrén y Lundin, 1985). Esta técnica se basó en la adición 
secuencial de nucleótidos sobre una cadena de ADN molde, y la secuencia de esta cadena fue 
deducida por el orden en que los diferentes nucleótidos fueron incorporados en la cadena de 
ADN en crecimiento, la cual era complementaría del ADN molde. En 1987, Nyrén describió 
como la actividad de la ADN polimerasa podía ser monitorizada por bioluminiscencia (Nyrén, 
1987; Hyman, 1988). Posteriormente esta técnica fue desarrollada para la secuenciación de 
ADN en tiempo real (Ronaghi y cols., 1996; Ronaghi y cols., 1998).  
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 En 1986 surgieron los pirosecuenciadores de primera generación, como el GS 20, el 
cual hacía lecturas de secuencias de 100 pares de bases (pb) y era capaz de secuenciar de 30 a 
60 Megabases (Mb) por carrera. Posteriormente, en el año 2006, aparecieron los 
pirosecuenciadores de segunda generación como el GS FLX Standard, que era capaz de leer 
secuencias de 250 pb y secuenciar 150 Mb por carrera. Finalmente, en el año 2008, 
aparecieron los pirosecuenciadores de tercera generación, como el GS FLX Titanium, con 
capacidades de lectura superiores a 350 pb y 400 Mb por carrera. 
 
5.2. Principio de la pirosecuenciación 
La pirosecuenciación es un método de secuenciación de ADN basado en la monitorización a 
tiempo real de la síntesis de ADN (Ahmadian y cols., 2006).  
 Las cuatro enzimas implicadas en la pirosecuenciación son el fragmento Klenow de la 
ADN polimerasa I, la ATP sulfurilasa, la luciferasa y la apirasa. La mezcla de la reacción 
también contiene los sustratos de las enzimas como la adenosina 5-fosfosulfato (APS), D-
luciferina y la secuencia de ADN molde con un cebador unido para ser usado como material 
de partida de la ADN polimerasa. Los cuatro nucleótidos son añadidos uno a uno de manera 
cíclica y una cámara detecta la producción de luz (Ahmadian y cols., 2006) (Figura 7). 
 
5.3. Sistema GS FLX 
Un aspecto importante de esta técnica es que todos los pasos se realizan “in vitro”, a 
diferencia de la tecnología Sanger.  
 Este sistema produce alrededor de 400.000 lecturas con una longitud media de 250 pb 
y una puntuación media por encima del 99,5% de la tasa de precisión (Droege y Hill, 2008). 
Estos tamaños de lectura son suficientes para cubrir la mayoría de las regiones variables del 
gen 16S ARNr. Un gran número de muestras pueden ser agrupadas en una placa mediante la 
utilización de breves secuencias de códigos de barra, o identificadores múltiples, aumentando 
la especificidad de los cebadores de la PCR para la región variable que quiere ser secuenciada 
(Andersson y cols., 2008). 
 Existen nueve regiones variables en el gen 16S ARNr que están flanqueadas por 
regiones conservadas en la mayoría de las bacterias y pueden ser usadas como diana para los 
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cebadores en la reacción de PCR con una especificidad bacteriana casi universal (Claesson y 
cols., 2010). 
 La pirosecuenciación ha sido aplicada a un amplio rango de comunidades microbianas 
y a las regiones variables del 16S ARNr, como la región V6 de las poblaciones microbianas 
que viven en las profundidades oceánicas (Sogin y cols., 2006; Huber y cols., 2007), las 
regiones V1, V2, V3 y V6 en el tracto gastrointestinal de humanos (Dethlefsen y cols., 2008; 
Turnbaugh y cols., 2009; Zhang y cols., 2009) y monos (McKenna y cols., 2008), así como la 
región V9 de microorganismos que proceden del suelo (Roesch y cols., 2007). También son 
importantes los estudios comparativos que se han centrado en evaluar la idoneidad de 
secuenciar las diferentes regiones variables, como Sundquist y colaboradores  que están a 
favor de secuenciar las regiones V1/V2/V4 (Sundquist y cols., 2007), Wang y colaboradores 
secuencian las regiones V2/V4 (Wang y cols., 2007b), Liu y colaboradores las regiones 
V2/V3/V4 (Liu y cols., 2008) y Chakravorty y colaboradores las regiones V2/V3 
(Chakravorty y cols., 2007). Recientemente, Claesson y colaboradores compararon la mayor y 
la menor cobertura de la pirosecuenciación de las regiones V4 y V6 y concluyeron que la 
clasificación RDP (Ribosomal Database Project) se ajustaba más a las lecturas de las 
secuencias de la región V4 que la región V6 para el tracto gastrointestinal humano, a nivel de 
género. Por otra parte, una baja cobertura (40.000 lecturas por muestra) fue suficiente para 
capturar la mayoría de la diversidad bacteriana que fue identificada por una profundidad de 
secuencia cinco veces mayor (Claesson y cols., 2009).  
 El RDP proporciona datos, herramientas y servicios relacionados con las secuencias de 
ARNr para investigar las comunidades microbianas. Desde Enero de 2007, la clasificación 
RDP mantiene más de 300.000 secuencias bacterianas a las que cada mes se añaden 5.000 
nuevas secuencias. Para manejar este volumen, Wang y colaboradores desarrollaron un 
método de clasificación Bayesiana para clasificar las secuencias bacterianas de ARNr dentro 
de la nueva clasificación taxonómica de Bergey. Esta clasificación es rápida, no  requiere 
alineamiento de secuencias y trabaja adecuadamente con secuencias parciales (La gran 
mayoría de las secuencias de ARNr en las bases de datos públicas son parciales). Este sistema 
es capaz de clasificar a nivel de género secuencias completas y segmentos de 400 pb con una 
precisión superior al 88,7% (Wang y cols., 2007c). 
 

























Orden de adición de nucleótidos 
 
        Cámara 
D-luciferina Luciferasa-luciferina-AMP + O2 



































Tras lo expuesto anteriormente en la sección de antecedentes del tema, podemos resumir que 
la Colitis Ulcerosa es una Enfermedad Inflamatoria Intestinal de carácter crónico que afecta al 
colon, en una extensión variable, pero incluyendo casi siempre al recto. Por el momento 
desconocemos su causa concreta, pero se ha relacionado con factores genéticos, ambientales y 
microbiológicos. Existe una clara predisposición genética en los individuos que sufren esta 
enfermedad, y la incidencia y prevalencia es mayor en países desarrollados. La microbiota 
intestinal también juega un papel importante en esta enfermedad, aunque no se sabe si su 
participación es como causa o como consecuencia de la misma.  
Por todo ello, el Objetivo Principal de esta tesis fue estudiar la composición de la 
microbiota intestinal de los pacientes con Colitis Ulcerosa y compararla con la de voluntarios 
sanos. 
 
 Los Objetivos Secundarios fueron: 
 
1. Analizar la composición cuantitativa de la microbiota intestinal para los 
principales grupos bacterianos presentes en pacientes afectos de Colitis Ulcerosa y 
voluntarios sanos mediante PCR-Q. 
2. Estudiar las diferencias cualitativas y cuantitativas entre la microbiota intestinal 
presente en la mucosa sana y en la mucosa afecta de pacientes con Colitis 
Ulcerosa. 
3. Comparar los resultados obtenidos en las muestras de biopsias con las muestras de 
heces. 
4. Determinar si la composición de la microbiota intestinal puede variar en función 
del tipo y de la gravedad de Colitis Ulcerosa.  
5. Contrastar los cambios en la composición de la microbiota intestinal de pacientes 
afectos de Colitis Ulcerosa según los criterios anatomopatológicos, el tiempo de 
evolución de la enfermedad, el tratamiento recibido y el consumo de tabaco.  
6. Evaluar la evolución de la composición de la microbiota intestinal de un paciente 
diagnosticado de Colitis Ulcerosa durante un año mediante pirosecuenciación.  
7. Confrontar la composición de la microbiota intestinal del paciente afecto con la del 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
1. DISEÑO DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE MUESTRAS 
1.1. Microbiota intestinal de sujetos sanos y pacientes diagnosticados de Colitis  
Ulcerosa 
Se realizó un estudio unicéntrico de tipo observacional en el que participaron 53 pacientes 
diagnosticados de Colitis Ulcerosa según los criterios habituales (Lennard Jones, 1989) (15 
mujeres y 38 hombres) y 35 controles sanos  (20 mujeres y 15 hombres). La recogida de 
muestras de biopsias en los pacientes con Colitis Ulcerosa tuvo lugar durante los periodos de 
remisión o de fase activa de la enfermedad. Se consideró como sano desde el punto de vista 
digestivo a todo sujeto sin ningún signo ni síntoma relacionable con el aparato digestivo y que 
acudieron a nuestro hospital para realizarse una colonoscopia de vigilancia como parte de un 
programa de cribado de cáncer colorrectal. Todos los participantes y controles incluidos en 
este estudio fueron debidamente informados de los objetivos de este proyecto y después 
rellenaron y firmaron un formulario de consentimiento informado como parte del protocolo de 
recogida de muestra. 
Los sujetos fueron atendidos en la consulta de Enfermedad Inflamatoria Intestinal del 
Servicio de Gastroenterología del Hospital Universitario Ramón y Cajal por los médicos 
responsables de la misma (Antonio López San Román y Elena Garrido). Las colonoscopias 
fueron hechas por un endoscopista experimentado (José Ramón Foruny). Se recogieron 
variables de la Historia Clínica como: la edad, el sexo, el año del d iagnóstico, el tiempo de 
evolución, la extensión de la enfermedad, el tratamiento recibido, tabaquismo, tipo de 
colonoscopia, número de deposiciones por encima de lo normal, presencia de sangre en las 
heces, actividad endoscópica, apreciación global de gravedad y gravedad histológica. El 
procesamiento de las muestras se realizó en el Servicio de Microbiología y Parasitología 
Clínica del mismo hospital. 
 De cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se recogió una muestra de heces y al 
menos, una biopsia de mucosa cólica (Figura 8). Las muestras de heces fueron recogidas 48 
horas antes de la realización de la colonoscopia para que la población bacteriana presente en 
la microbiota fecal no se viera afectada por los procedimientos de lavado del colon que t ienen 
lugar en las 24 horas previas a la realización de la colonoscopia. Las biopsias fueron 
extraídas, en la mayoría de los casos, del colon izquierdo.  Se tomaron tan solo de mucosa 































afecta, en los casos de pancolitis, y de mucosa macroscópicamente sana en aquellos casos de 








Figura 8. Esquema del diseño experimental del estudio de la microbiota intestinal en voluntarios sanos y en 
pacientes diagnosticados de Colit is Ulcerosa. 
 
1.2. Estudio familiar de las variaciones de la microbiota intestinal 
En este estudio de tipo observacional participó una familia constituida por el padre (65 años), 
la madre (51 años), un hijo sano (18 años), una hija sana (23 años) y un hijo afecto de Colitis 
Ulcerosa (20 años). A lo largo de un año, recogimos 7 muestras de heces del hijo enfermo (1 
muestra cada 2 meses) para estudiar la variabilidad de su microbiota intestinal. Del resto de la 
familia se recogió una única muestra de heces con la finalidad de comparar la diversidad ent re 
ellos, y a su vez, con respecto del paciente (Figura 9). El paciente afecto de Colitis Ulcerosa 
presentaba pancolitis y estaba siendo tratado con azatioprina, ya que anteriormente al periodo 
del estudio, había tenido un curso con dependencia de corticoides. Además, ningún miembro 








Figura 9. Esquema del diseño experimental del estudio familiar de las variaciones de la microbiota intestinal. 
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2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS 
2.1. Heces 
Todas las muestras de heces fueron tramitadas por el Servicio de Extracciones Centrales del 
hospital. A su llegada al laboratorio de Microbiología, las heces fueron congeladas 
inmediatamente a -80ºC. La descongelación de las muestras se produjo de manera gradual 
durante 24 horas a 4ºC para minimizar la posible pérdida de los grupos bacterianos más 
sensibles a los cambios de temperatura.  
El procesamiento de las heces se realizó de la siguiente forma: 0,5 g de heces se 
disgregaron en 5 ml de solución salina estéril (0,9% de NaCl), se agitaron en un vórtex hasta 
conseguir la total solubilización y homogeneización y después se centrifugaron suavemente 
(1.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos) para sedimentar los restos de fibra. 
Del sobrenadante de dicha centrifugación se recogió una alícuota de 2 ml que fue utilizada 
para los diferentes ensayos. 
 
2.2. Biopsias 
Se extrajeron, mediante pinza de biopsia endoscópica estándar, una muestra de mucosa del 
colon en los voluntarios sanos y dos muestras en los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa 
(una procedente de mucosa enferma, y otra procedente de mucosa sana contigua a la parte 
afecta). Todas las biopsias se congelaron a -80ºC hasta su procesamiento. De igual forma a las 
heces, el proceso de descongelación se realizó lentamente a 4ºC.  
 
3. CEPAS BACTERIANAS  
La metodología de PCR-Q con cebadores específicos de género pero inespecíficos de especie, 
necesita la inclusión de una cepa control que nos permite descartar aquellas mediciones que se 
alejen de la curva de fusión adecuada. Para cuantificar el género Fusobacterium, se utilizó 
ADN de una cepa de Fusobacterium varium ATCC 27725. Para el grupo de las Bacterias 
Lácticas se utilizó ADN de la especie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aislada de 
una muestra de yogur búlgaro artesanal. Para determinar la densidad del grupo Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas se utilizó como control la cepa Bacteroides vulgatus ATCC 
31376. 
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4. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 
Los principales medios de cultivo utilizados para analizar la carga y las bacterias cultivables 
presentes en las heces de la familia son los siguientes: 
a) Agar M-Enterococcus (Becton, Dikinson and Company Sparks, EEUU), selectivo para 
enterococos. 
b) Agar Manitol Salino (Biomerieux, Francia), selectivo para estafilococos. 
c) Agar MRS (Becton, Dikinson and Company Sparks, EEUU),  medio específico para 
Bacterias Ácido-Lácticas. 
d) Agar MacConkey (Biomerieux, Francia), medio selectivo para enterobacterias.  
e) Agar Brucella (Becton, Dikinson and Company Sparks, EEUU), medio utilizado para 
bacterias anaerobias. 
f) Agar Sangre (Biomerieux, Francia), medio de enriquecimiento que permite el 
crecimiento de la gran mayoría de las bacterias cultivables. 
g) Brain Heart Infusion (Oxoid, Reino Unido),  medio líquido de enriquecimiento.  
h) Tryptic Soy Agar (Becton, Dikinson and Company Sparks, EEUU), favorece el 
crecimiento de microorganismos, tanto no exigentes como moderadamente exigentes.  
Todos los medios de cultivo fueron preparados según las instrucciones del fabricante y 
se suplementaron con antibióticos cuando el medio lo requería. La esterilización fue llevada a 
cabo en autoclave durante 20 minutos a 121ºC y 1 atmósfera manométrica de presión.  
 
5. DETECCIÓN DE BACTERIAS VIABLES EN HECES 
Se realizaron diluciones seriadas (10-2-10-6) de cada una de las muestras de heces 
homogeneizadas en solución salina, sembrándose 100 µl de cada dilución en placas de medio 
selectivo (Agar Manitol Salino, M-Enterococcus, MRS Lactobacillus, MacConkey y 
Brucella). Las placas se incubaron a 37º C durante 48 horas. 
 Tras la incubación, todas las colonias que presentaron morfología compatible con las 
bacterias que buscábamos, fueron re-estriadas para su posterior identificación mediante 
MALDI-TOF MS. 
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6. EXTRACCIÓN DE ADN 
6.1. Extracción de ADN de cultivos bacterianos puros 
Se resuspendió una colonia en 200 µl de agua desionizada ultrafiltrada estéril y se dejó en 
agua hirviendo durante 15 minutos para provocar la ruptura de la pared bacteriana. 
Posteriormente se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 minutos para que el ADN se solubilizase 
y los restos bacterianos precipitasen. Finalmente se traspasó el sobrenadante a un tubo limpio, 
almacenándolo a 4ºC hasta su uso. 
 
6.2. Extracción fenol/cloroformo del ADN total en heces y biopsias  
Se centrifugaron 200 µl de las heces previamente procesadas a 3.000 rpm durante 5 minutos. 
Se eliminó el sobrenadante y al sedimento se añadió 400 µl de un tampón de lisis (10 mM 
Tris pH 7,8; 5 mM EDTA pH 8,0; 0,5% SDS). En el caso de las biopsias, el tampón de lisis se 
añadió directamente sobre el tejido. 
La mezcla se homogeneizó en el vórtex y se incubó en estufa a 37ºC durante 30 
minutos. Se añadió 5 µl de proteinasa K 50 mg/ml (Sigma-Aldrich, EEUU) y se dejó a 56ºC 
durante 30 minutos hasta la completa disolución de la mezcla. Se favoreció la disolución del 
tejido agitando con el vórtex de vez en cuando. Transcurrido este tiempo, se incrementó la 
temperatura del baño hasta 95ºC durante 10 minutos para desactivar la enzima. Una vez se 
hubo atemperado, se añadieron 400 µl de fenol en agitación y se centrifugó a 13.000 rpm 
durante 3 minutos. Se colocó la fase acuosa en otro eppendorf y se añadieron 40 µl de acetato 
de sodio 3 M y 500 µl de etanol absoluto frío. Se congeló a -20ºC durante al menos 20 
minutos y se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 minutos. Finalmente se eliminó el 
sobrenadante y se añadió 100 µl de agua milli-Q estéril.  
 
6.3. Cuantificación de ADN 
La concentración de ADN extraído de las muestras de heces y biopsias se determinó en un 
espectrofotómetro a través del software “Nanodrop 3.1.0”. Después, se realizaron diluciones 
para unificar todas las muestras a una concentración final de 50 ng/µl.  
 




7. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
7.1. PCR cualitativa 
Las amplificaciones del ADN se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 
9700 (Perkin Elmer Applied Biosystems, EEUU), en sistema de microplacas de 96 pocillos. 
El volumen final de todas las reacciones fue de 15 µl y la mezcla se componía de dos 
cebadores (5 pmoles del cebador F (Forward) y 5 pmoles del cebador R (Reverse)), 2,4 µl de 
dNTP [10 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP], 1,5 µl de buffer, 0,2 µl de la enzima 
polimerasa Taq (Roche, Suiza), 1 µl de ADN y agua milli-Q estéril hasta completar el 
volumen final de 15 µl (Tabla 5).  
 
Tabla 5. Cebadores específicos y condiciones de PCR para la amplificación e identificación de las bacterias 
utilizadas como control.  
 




94ºC  30 s 
52ºC  30 s 
72ºC  45 s 
30 500 pb  
 
La determinación del tamaño de los productos de amplificación se realizó mediante 
electroforesis en geles de agarosa (Laboratorios Conda, España) al 0,8 % con TBE 1x (Tris 
Borato EDTA), utilizando el marcador de peso molecular λ-Hind III digest (Takara Bio Inc., 
Japón) en una cubeta Wide-Mini Sub Cell Gt (BioRad, EEUU) y con una fuente de corriente 
Power Pac 300 (BioRad). El tampón de carga utilizado fue 6x Loading Buffer (Takara). Los 
geles se tiñeron con bromuro de etidio (10 mg/ml), se visualizaron con luz ultravioleta y se 
fotografiaron. 
 
7.2. PCR cuantitativa 
Para la cuantificación de ADN usamos el sistema de PCR en tiempo real 7300 Real Time 
PCR System (Applied Biosystems, EEUU) en sistema de microplaca de 96 pocillos. El 




volumen final de todas las reacciones fue de 20 µl. Para la mezcla utilizamos 10 µl del kit 
SYBR® Premix Ex Taq (25 mM TAPS pH 9.3, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM 2-
Mercaptoetanol, 200 µM dNTP, 100 µM [a-32P]-dCTP, 0,25 mg/ml ADN de esperma de 
salmón, enzima Taq ADN Polimerasa) (Takara Bio Inc., Japón), 0,4 µl de ROX 1x (Takara 
Bio Inc., Japón),1 µl del cebador F 0,25 µM, 1 µl del cebador R 0,25 µM, 1 µl de ADN (50 
ng/µl) y agua milli-Q c.s.p. 20 µl. Los cebadores utilizados en estas reacciones así como las 
condiciones de amplificación se detallan en la Tabla 6. 
 En todas las reacciones, al finalizar todos los ciclos de amplificación, tuvimos que 
añadir una fase de disociación (95ºC 15 s, 60ºC 30 s, 95ºC 15 s) para asegurarnos que el 
producto obtenido era el que buscábamos.  
 Para cada una de las reacciones específicas de cada grupo o especie bacteriana se 
realizaron rectas de calibrado utilizando diferentes concentraciones de ADN (10.000, 1.000, 
100, 10, 1 y 0,1 pg) con los siguientes patrones: F. varium (Género Fusobacterium), B. 
vulgatus (grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas) y L. bulgaricus (grupo Bacterias 
Lácticas).  
 
Tabla 6. Cebadores específicos y condiciones de PCR cuantitativa para la amplificación y cuantificación de los 


















95ºC  10 s 
51ºC  30 s 
72ºC  30 s 








95ºC  10 s 
60ºC  30 s 
72ºC  30 s 






95ºC  10 s 
55ºC  30 s 
72ºC  30 s 
35 Walter (2001) 
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Los cebadores utilizados en PCR cuantitativa fueron enfrentados con la base de datos 
GenBank obteniéndose homologías correspondientes a las siguientes secuencias: 
 
 Fusobacterium spp.: Fusobacterium gonidiaformans, Fusobacterium necrophorum, 
Fusobacterium simiae, Fusobacterium naviforme, Fusobacterium varium, Fusobacterium 
nucleatum y Fusobacterium russii. 
 
 Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas: Bacteroides fragilis, Bacteroides stercolaris, 
Bacteroides vulgatus, Bacteroides eggerthii, Bacteroides acidofaciens, Bacteroides caccae, 
Bacteroides ovatus, Bacteroides uniformis, Bacteroides thetaiotamicron, Bacteroides 
distasonis, Bacteroides merdae, Bacteroides forsythus, Prevotella tannerae, Prevotella 
bryantii, Prevotella ruminicola, Prevotella heparinolytica, Prevotella zoogleoformans, 
Prevotella brevis, Prevotella loescheii, Prevotella buccae, Prevotella oralis, Prevotella 
enoeca, Prevotella melaninogenica, Prevotella veroralis, Prevotella intermedia, Prevotella 
albensis, Prevotella nigrescens, Prevotella corporis, Prevotella disiens, Prevotella bivia, 
Prevotella pallens, Prevotella denticola, Porphyromonas canoris, Porphyromonas gingivalis, 
Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas levii, Porphyromonas cangingivalis, 
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas macacae, Porphyromonas circumdentaria y 
Porphyromonas catoniae. 
 
 Grupo Bacterias Lácticas: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylovorus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp delbrueckii, 
Lactobacillus delbrueckii subsp lactis, Lactobacillus amylotyticus, Lactobacillus acetolerans, 
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus amylophilus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus 
gasseri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 
mucosae, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus panis, Lactobacillus oris, Lactobacillus 
pentosus, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus farciminis, 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus fructivorans, 
Lactobacillus mali, Lactobacillus animalis, Lactobacillus murinus, Lactobacillus ruminis, 
Lactobacillus agilis, Lactobacillus salivarus subsp salicinius, Lactobacillus aviarius subsp 
aviarius, Lactobacillus sharpeae, Lactobacillus manihotivorans, Lactobacillus rhamnusus, 
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Lactobacillus casei subsp casei, Lactobacillus zeae, Lactobacillus paracasei subsp paracasei, 
Lactobacillus paracasei subsp tolerans, Lactobacillus coryniformis subsp coryniformis, 
Lactobacillus bifermentans, Lactobacillus perolens, Lactobacillus sakei subsp sakei, 
Lactobacillus casei subsp fusiformis, Leuconostoc lactis, Pediococcus pentosaceus, 
Pediococcus parvulus, Pediococcus acidilacti, Pediococcus dextrinicus, Weissella 
halotolerans, Weissella confusa, Weissella paramesenteroides, Weissella hellenica, Weissella 
viridescens, Weissella kandleri y Weissella minor. 
 
8. ELECTROFORESIS EN GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE) 
8.1. Preparación de la muestra para campo pulsado 
Esta técnica fue utilizada para analizar la relación genética de los aislados de enterococos y de 
E. coli obtenidos de las muestras de heces del estudio familiar incluido en el estudio. Para 
ello, se seleccionaron al menos cinco colonias de cada placa según su morfología. Cada una 
de las colonias seleccionadas se inoculó en 1 ml de caldo BHI (Brain Hearth Infusion) y se 
incubó a 37ºC durante 24h. Este cultivo se centrifugó durante 5 minutos a 13.000 rpm, se 
eliminó todo el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 100 µl de solución TBE 0,5x. 
En el caso de los enterococos, se adicionaron 10 µl de lisozima (10 mg/ml) y se dejó 
incubando 30 minutos a 30ºC.  
En la solución anterior se añadió 100 µl de agarosa al 2% disuelta en TBE 0,5x y con 
esta mezcla se hicieron unos tacos en moldes adecuados.  
 En el caso de los enterococos, después de su solidificación, se sumergieron en 1 ml de 
la solución de lisis (Tris-HCl 1M pH 7,6, ClNa 5M, EDTA 0,5M pH 8, sarcosil (lauril 
sarcosina sódica) 10%, Brij 10%, ácido desoxicólico 10% y agua destilada ultrafiltrada 
estéril) incubándose en el sistema orbital incubador Innova 4300 Incubator Shaker (New 
Brunswick Scientific Co., Inc, EEUU) durante 2 horas a 37ºC.  
 Después se eliminó la solución de lisis y se añadió 1 ml de solución EPS (EDTA pH 
9,5, sarcosil 10%, proteinasa K 20 mg/ml) incubándose nuevamente en el orbital a 56ºC 
durante 24 horas.  
 Finalmente, se eliminó la solución EPS y se lavaron los tacos con 1 ml de TE (10 mM 
Tris-HCl pH 7,6, 1 mM EDTA pH 8) durante 10 minutos una vez a 56ºC y otra vez a 37ºC. 
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Después del último lavado se cambió de nuevo el TE y se mantuvieron con esta solución 
hasta su uso a 4ºC.  
 Para cada de uno de los geles de campo pulsado se utilizó un tercio de los tacos, que se 
colocaron en un tubo eppendorf con 100 µl de solución con el tampón adecuado (Buffer 10x y 
BSA 0,1%) y 10 U de la enzima de restricción, que en el caso de los enterococos fue SmaI 
(Procedente de S. marcescens) (New England BioLabs, Inc, Reino Unido), y en el caso de E. 
coli fue XbaI (Procedente de X. badrii) (Takara), y se dejó la digestión a 37ºC durante al 
menos 3 horas.  
 
8.2. Condiciones para la electroforesis en campo pulsado 
Los bloques se cargaron en un gel de agarosa Certified Molecular Biology preparada al 1,2% 
y disuelta en TBE 0,5x. La separación de los fragmentos de ADN se llevó a cabo en el 
sistema CHEF-DRIII (BioRad, La Jolla, EEUU) con las siguientes condiciones: en E. coli, 6 
v/cm2con rampas de 5-35 segundos durante 20 horas; en enterococos, 6 v/cm2 con rampas de 
5-35 segundos durante 23 horas.  
 Una vez finalizada la electroforesis, el gel se sumergió en agua con bromuro de etidio 
(0,5 µl/ml) durante 30 minutos y posteriormente se visualizó en un transiluminador con rayos 
UV. En cada gel se incluyeron dos carriles con marcadores de peso molecular que incluyen 50 
líneas diferentes en un rango desde 48,5 hasta 1018,5 Kb (Lambda Ladder PFGE Marker, 
New England). La interpretación de los diferentes perfiles electroforéticos correspondientes a 
cada aislado se realizó de forma visual y también mediante el software Phoretix 5.0 
(Nonlinear Dynamics Ltd., Reino Unido).  
 
9. SECUENCIACIÓN AUTOMÁTICA EN GELES DESNATURALIZANTES  
La secuenciación del ADN fue realizada utilizando el kit “ABI PRISM BigDye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems, EEUU) en el secuenciador 
automático (ABIPRISM 377 DNA Sequencer, Applied Biosystems, EEUU).  
 El secuenciador automático ABI Prism 377 es un sistema de e lectroforesis y detección 
de fluorescencia controlada por un microprocesador que se utiliza para secuenciación 
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automática o análisis de fragmentos empleando el método de secuenciación automática en 
geles desnaturalizantes. 
 El proceso consistió en realizar una PCR cualitativa del ADN extraído de la bacteria 
aislada en cultivo puro. Una vez finalizada la PCR se añadieron 0,2 µl de ExoSAP-IT (USB, 
EEUU) y 1,8 µl de agua milli-Q previamente mezclados, a 5 µl del material de la PCR. Esta 
mezcla se incubó de nuevo en el aparato de PCR (37ºC 40 min, 80ºC 15 min). Tras esto, se 
mezcló de nuevo 3 µl del producto con 1 µl del cebador 16S-Forward 0,25 µM, 2 µl de 
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 y 4 µl del tampón y agua milli-Q c.s.p. 20 
µl. Finalmente, se realizó la PCR de secuenciación (96ºC 10 s, 50ºC 5 s, 60ºC 4 min; 25 
ciclos). El amplificado obtenido necesitó una precipitación con 3 µl de acetato sódico 3 M pH 
4,6; 62,5 µl de etanol al 95% y 14,5 µl de agua milli-Q. Esta mezcla se agitó y se dejó incubar 
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después se centrifugó a 13.000 rpm durante 20 
minutos. Se eliminó el sobrenadante y se añadió 250 µl de etanol al 70%. Posteriormente se 
volvió a centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos y se volvió a eliminar el sobrenadante. 
Finalmente, se secó en el sistema SAVANT Speed Vac Concentrator (Thermo Fisher 
Scientific, EEUU).  
 Las secuencias obtenidas se compararon con las previamente publicadas en el 
GenBank Database del NCBI mediante la utilización del programa BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast, National Center for Biotechnology Information). 
 
10. MALDI-TOF MS 
El sistema MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, EEUU) fue utilizado para identificar las 
especies bacterianas que crecieron en los medios de cultivo donde se sembraron las muestras 
de heces de la familia en estudio.  
Las colonias crecidas, de no más de 24 horas, se inocularon sobre una tarjeta metálica 
y se extendieron adecuadamente. Posteriormente se añadió 0,7 µl de matriz y se dejo secar. 
Finalmente se introdujo la placa en el sistema y mediante la lectura de los espectros de masas 
de las proteínas que componían los microorganismos se identificaron. 
 
 




El sistema Genome Sequencer FLX Titanium (Roche, Alemania) fue utilizado para analizar 
las diferencias en la microbiota intestinal entre los miembros de una familia, uno de ellos 
afecto de CU y para la monitorización de su microbiota. 
 Esta técnica comenzó con el procesado y adaptación del ADN para obtener una 
librería de pequeños fragmentos monocatenarios. Lo primero fue fragmentar el ADN a 
secuenciar mediante un proceso físico conocido como “nebulización” donde el ADN se 
rompió en fragmentos de 200 a 800 pb aproximadamente. 
 Posteriormente, mediante protocolos estandarizados de biología molecular, se 
añadieron dos pequeñas secuencias adaptadoras a cada fragmento de ADN obtenido en la 
nebulización (adaptador A y adaptador B). Las secuencias adaptadoras fueron diseñadas para 
cumplir funciones en los pasos de selección, amplificación y secuenciación. 
 El siguiente paso fue seleccionar los fragmentos de ADN a los que se habían unido 
correctamente los adaptadores. Para esto, los fragmentos de ADN se unieron a unas esferas 
por la parte 3´ del adaptador B. Los fragmentos que solo contenían adaptador A no se unieron 
a las esferas y fueron eliminados y los que contenían dos adaptadores B se unieron por dos 
puntos. Los fragmentos de doble cadena unidos a estas esferas fueron sometidos a alta 
concentración de NaOH que provocó la separación de las cadenas simples. Si el fragmento 
tenía dos adaptadores B se separaban las cadenas pero ambas permanecían unidas a las 
esferas. Como resultado de este sencillo proceso se liberaron de las esferas los fragmentos de 
cadena simple que tenían un adaptador de cada clase con el B situado en el extremo 5´ del 
fragmento, ya que los fragmentos complementarios a estos permanecieron unidos por el 
extremo 3´ del adaptador B. 
 Para el proceso de amplificación, los fragmentos libres de cadena simple se unieron a 
otras esferas que tenían un gran número de secuencias complementarias del adaptador A. Esta 
unión fue optimizada para que solo se uniera un fragmento a una esfera. Una vez se unieron 
los fragmentos a las esferas se introdujeron en una emulsión de agua y aceite de forma que 
cada esfera quedó dentro de una gota con todos los reactivos y enzimas necesarios para la 
PCR. Tras una serie de termociclos de PCR se habían generado en cada esfera un gran 
número de secuencias de doble cadena idénticas y unidas por el adaptador A. De nuevo, las 
esferas fueron sometidas a alta concentración de NaOH para separar las cadenas 
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complementarias. El resultado fue que cada esfera tenía adherida a su superficie un gran 
número de cadenas simples idénticas unidas por el extremo 3´.  
 Antes de empezar la secuenciación en sí misma se añadieron cebadores 
complementarios al adaptador B en posición 5´, ADN polimerasas y los cofactores necesarios 
para la síntesis de la cadena complementaria a los fragmentos unidos a las esferas.  
 El siguiente paso fue cargar las esferas en un dispositivo conocido como 
“PicoTiterPlate” que es el que se introdujo en el secuenciador. Este dispositivo constaba de 
más de un millón de pocillos de 44 micras de diámetro de forma que solo cabía una esfera con 
fragmentos de ADN por pocillo. Además de las esferas con ADN, se introdujeron otro tipo de 
esferas que contenían las enzimas necesarias para detectar la incorporación de nucleótidos 
durante la síntesis de la cadena complementaria.  
 Una vez se hubo cargado las esferas con ADN y las esferas con enzimas, el 
“PicoTiterPlate” se introdujo en el secuenciador. El secuenciador automatizó el proceso de 
secuenciación, la captura de imágenes y su interpretación. El secuenciador vertió 
automáticamente sobre los pocillos los reactivos necesarios y un tipo de nucleótido cada vez. 
Así de forma cíclica se fueron vertiendo Adeninas, Citosinas, Guaninas y Timinas. En cada 
pocillo, la ADN polimerasa añadió uno o más nucleótidos dependiendo de la secuencia que 
actuaba como molde y se emitió luz con una intensidad proporcional al número de 
nucleótidos incorporados a la nueva cadena que fue sintetizando durante el proceso de 
secuenciación. El secuenciador constó de un sistema óptico especial que recogió el patrón de 
destellos luminosos que se emitieron en el “PicoTiterPlate”. Mediante programas 
informáticos se interpretaron estos patrones de luz y se generaron unas gráficas que indicaron 
si había habido incorporación o no de nucleótidos y su número.  
 Después de esto se lavó el exceso de nucleótidos y reactivos y se repitió el proceso con 
otro tipo de nucleótido de forma cíclica hasta que finalizó la síntesis de una cadena 
complementaria a la cadena que actuaba como molde. El resultado fue la secuenciación de los 
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12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
Se utilizó el test de ANOVA para la comparación de tres poblaciones distintas y la “t de 
Student” para comparar dos poblaciones relacionadas. Para estudiar la homogeneidad de los 
datos se utilizó el test de Kolmogorov-Smirnov, y cuando no existió homogeneidad en la 
población estudiada, se analizaron los datos mediante test no paramétricos como el test de 
Wilcoxon con signo para la comparación de dos muestras relacionadas o la prueba de la U de 






























1. MICROBIOTA INTESTINAL DE SUJETOS SANOS Y DE PACIENTES 
DIAGNOSTICADOS DE COLITIS ULCEROSA 
1.1. Diferencias en la microbiota intestinal de sujetos sanos y de pacientes diagnosticados  
de Colitis Ulcerosa 
1.1.1. Rectas de calibrado 
Para analizar la composición cuantitativa de cada una de las especies y/o géneros bacterianos 
de la microbiota intestinal en pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa y en sujetos sanos, 
tanto en las muestras de biopsias como en las heces, se utilizó la técnica de la PCR-Q en 
tiempo real con cebadores específicos para los grupos de Fusobacterium, Bacterias Lácticas y 
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas. 
 Como paso previo a todos los experimentos de PCR-RT, se realizaron rectas de 
calibrado con concentraciones crecientes de ADN, desde 0,1 hasta 10.000 pg de una cepa 
patrón conocida. Para el grupo de Fusobacterium, la bacteria usada en la recta de calibrado 
fue un aislado de F. varium (Figura 10). La calibración del grupo de Bacterias Lácticas fue 
realizada con una cepa de L. delbrueckii subsp. bulgaricus procedente de un yogur fresco 
(Figura 10). Para la cuantificación del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 
utilizamos una aislado de B. vulgatus (Figura 10). En la Tabla 7 se muestran los resultados de 
la eficiencia, el coeficiente de correlación y la pendiente para todos los experimentos 
anteriores. 
 
Tabla 7. Valores obtenidos en las rectas de calibrado para cada una de las cepas patrón de los diferentes grupos 
de estudio. 
 
Cepas patrón Eficiencia Coeficiente de correlación (R2) Pendiente  
Fusobacterium varium 103 0,987 -3,24 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus 97 0,995 -3,41 




















Figura 10. Rectas de calibrado obtenidas para cada uno de los grupos estudiados. 
 
Los resultados de cuantificación para cada uno de los grupos de la microbiota se 
realizaron extrapolando el valor de cada una de las reacciones sobre el C t (ciclo umbral) de la 
recta patrón. 
 
1.1.2. Curvas de fusión 
Para aumentar la especificidad de la amplificación de cada experimento, añadimos al fina l del 
proceso una curva de fusión del producto. La derivada de la curva de fusión nos reveló un 





curva (ABC) de este pico es proporcional a la cantidad de producto. Cuando se utiliza el 
sistema de detección SYBR-Green I se puede confirmar que la amplificación de la diana es 
específica, ya que cuando se obtienen productos inespecíficos diferentes del que nosotros 
buscamos, se detectan varios picos con Tm y ABC diferentes. De este modo también, la 
utilización de este fluoróforo sirve para caracterizar e l producto. El valor de Tm varió para 
cada grupo bacteriano utilizado. Así, para el género Fusobacterium, la Tm fue de 85,4±0,3ºC, 
para las Bacterias Lácticas de 86,5±0,3ºC y para el grupo Bacteroides-Prevotella-























1.1.3. PCR-RT de biopsias  
En todas las muestras de biopsias se cuantificaron los grupos Fusobacterium, Bacterias 
Lácticas y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas. Cada uno de los experimentos se realizó 
por triplicado y los resultados expresaron el valor medio y la desviación estándar de ambas 
determinaciones. En prácticamente el 100% de las muestras, se detectó la presencia de estos 
microorganismos. A continuación, se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los 
grupos bacterianos. 
 Se observó de forma significativa una menor densidad de Fusobacterium en las 
biopsias de los controles sanos con respecto a las biopsias de la zona afecta de los pacientes 
con Colitis Ulcerosa (3,19±0,50 vs 3,50±0,59 log10) (p<0,013). Asimismo, se observó una 
mayor cantidad de copias del gen 16S ARNr en la mucosa preservada de los pacientes con 
Colitis Ulcerosa (3,39±0,51 log10) con respecto a la mucosa de los controles sanos (3,19±0,50 
log10), pero sin valor significativo (p<0,127). De forma similar, no observamos ninguna 
diferencia estadística cuando se comparó la mucosa preservada con la mucosa afecta de los 
pacientes (3,39±0,51 vs 3,50±0,59log10) (p<0,375) (Figura 12). 
 Para el grupo de las Bacterias Lácticas no se detectó ninguna diferencia 
estadísticamente significativa al analizar los resultados obtenidos en los tres tipos de biopsias. 
La concentración de Bacterias Lácticas fue muy similar en los tres tipos de muestra (Figura 
12). 
 Cuando comparamos la densidad de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas en el 
grupo control con el tejido preservado (6,22±0,55 vs 6,57±0,59 log10) y afecto (6,22±0,55 vs 
6,55±0,64 log10) de los pacientes, la diferencia fue estadísticamente significativa para los dos 
grupos (p<0,015 y p<0,014, respectivamente). Por el contrario, no se evidenciaron 
diferencias cuando se comparó la mucosa preservada y la afecta de los pacientes con Colitis 












































































































Figura 12. Diferencias en la densidad de bacterias en biopsias  de Fusobacterium, Bacterias Láct icas y 








1.1.4. PCR-RT de heces 
En esta parte del estudio se utilizaron las muestras fecales de los voluntarios sanos y de los 
pacientes afectos de Colitis Ulcerosa. Cuando comparamos las diferencias en la densidad de 
población de Fusobacterium entre las heces de controles sanos y de pacientes, no 
encontramos diferencias significativas entre ellos. Este género estuvo presente en el 91% de 
los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa y en el 87,5% de los controles (Figura 13). 
 Al comparar la densidad de Bacterias Lácticas tampoco se pudo detectar d iferencias en 
su población. Estas bacterias estuvieron presentes en el 44% de los controles sanos y en el 
40% de los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa (Figura 13). 
 La presencia del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas se evidenció en todos 
los sujetos estudiados, tanto sanos como pacientes, y aunque no se observaron diferencias 
significativas (p>0,05), la densidad de este grupo bacteriano fue mayor en las heces de los 
controles (Figura 13). 
 
1.1.5. Comparación entre los resultados obtenidos en las PCR-RT entre las biopsias y 
las heces 
La densidad de Fusobacterium fue mayor en los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa que en 
los controles sanos cuando se utilizaron las biopsias, mientras que en las heces no hubo 
diferencias en ambos grupos. Además, la cantidad de Fusobacterium medida en las biopsias 
fue ligeramente superior que en las heces, sobre todo en los sujetos afectos de Colitis 
Ulcerosa. 
 Para las Bacterias Lácticas los valores fueron también similares en ambos grupos, 
aunque esta población se detectó en mayor número en las heces que en las biopsias.  
 Respecto del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, en el caso de las biopsias, 
los valores fueron mayores en los pacientes, mientras que en las heces ocurrió justamente lo 




























































































Figura 13. Diferencias en la densidad de bacterias en la microbiota fecal del grupo Fusobacterium, Bacterias 






 Debido a las variaciones entre las muestras de heces y biopsias, y a que en las heces no 
encontramos ninguna diferencia significativa entre los controles sanos y los pacientes, 
decidimos estudiar qué factores podían influir en estas diferencias. A continuación se presenta 
un resumen de las diferencias a nivel de diagnóstico clínico, anatomopatológico y de 
tratamiento de los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa que formaron parte de este estudio 
(Tabla 8). 
Tabla 8. Características de los pacientes afectos de Colit is Ulcerosa sometidos a estudio. E1, (Colitis limitada al 
recto); E2, (Colit is hasta el ángulo esplénico); E3, (Colit is que sobrepasa el ángulo esplénico); R, remisión; A, 
activa; G, grado; ASA, aminosalicilatos; AZA, azatioprina; Sin, sin tratamiento.  
Clasificación Montreal Índice Actividad Brotes Geboes Tratamiento 
12 Mucosa afecta sin alteraciones 




1 A 1 Moderado G0 ASA 
10 E1 




1 G4 ASA 
4 A 
2 Leve 
1 G0 ASA 
1 G2 Sin 
























4 R Leve 
1 GO Corticoides 






1 GO ASA 
1 G2 Sin 
1 G4 ASA 
1 G5 AZA 
1 Moderado G4 ASA 




1.2. Clasificación de Montreal 
En este apartado se analizó la relación entre el número de copias del gen 16S ARNr para cada 
grupo bacteriano y el tipo de Colitis Ulcerosa diagnosticada por colonoscopia. De esta  
manera, se incluyeron 35 controles sanos, 12 pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa con 
curación mucosa, 10 pacientes con subtipo E1, 21 con subtipo E2 y 10 pacientes afectos con 
subtipo E3. 
Respecto al género Fusobacterium, encontramos una mayor densidad de población en 
la mucosa cólica enferma de pacientes diagnosticados con subtipo E2 y E3, con respecto a los 
controles sanos, siendo estadísticamente significativo el incremento en el grupo de subtipo E2 
(p<0,003) (Figura 14). 
 Cuando comparamos el grupo de Bacterias Lácticas y el grupo Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas no encontramos ninguna diferencia significativa en las densidades 
de población de estos grupos de bacterias, aunque en Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas 
se observó una mayor densidad en los pacientes con curación mucosa, que fue disminuyendo 
















































































































Figura 14. Diferencias en la densidad bacteriana del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas en función del diagnóstico por colonoscopia. E1, (Colitis limitada al recto); E2, 




1.3. Índice Mayo 
1.3.1. En función de la actividad 
La puntuación de la Clínica Mayo clasificó la enfermedad del paciente con Colitis Ulcerosa 
en activa o en remisión. En nuestro estudio, contamos con 35 controles, 26 pacientes con 
Colitis Ulcerosa activa y 27 afectos en remisión.  
 En la fase activa de la enfermedad detectamos mayores poblaciones de Fusobacterium  
y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas en la mucosa de estos sujetos en comparación con 
la población encontrada en los controles (p<0,007, p<0,025, respectivamente). En 
Fusobacterium detectamos un menor número cuando el paciente se encontraba en remisión. 
Sin embargo, los integrantes del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas se 
mantuvieron en una elevada proporción, incluso en mayor número que en la fase activa 
(p<0,049) (Figura 15). 
 
1.3.2. En función de la gravedad  
Es muy empleado en la actualidad el Índice Mayo para el cálculo de la gravedad de los brotes 
de Colitis Ulcerosa. Según los puntos de la escala de gravedad de Mayo se dividió los brotes 
en leves, moderados y graves. En este estudio contamos con 10 pacientes sin actividad (fuera 
de brote) (0 puntos), 28 pacientes con brote leve (1-4 puntos), 14 pacientes con brote 
moderado (5-8 puntos), 1 paciente con brote grave (9-12 puntos) y 35 controles. El paciente 
con brote grave no fue utilizado para hacer la estadística debido a que se trataba de un único 
sujeto. 
 Al comparar la densidad de Fusobacterium de la mucosa enferma con la mucosa sana 
de los controles, se observó una mayor población de bacterias en los pacientes fuera de brote 
y con brote leve, pero sin significancia estadística. Sin embargo, en los pacientes afectos con 
brote moderado sí encontramos un incremento importante (p<0,001) (Figura 16). 
Al analizar en paralelo los brotes de Colitis Ulcerosa con la densidad de Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas, observamos que hay un aumento en la densidad bacteriana en los 
pacientes fuera de brote y con brote leve (p<0,012) y se apreció un menor número de 

















































































































Figura 15. Diferencias en la densidad del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-Prevotella-












































































Figura 16. Diferencias en la densidad del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas entre sujetos sanos sin enfermedad y los 




1.4. Índice Geboes  
En función del grado de actividad de Colitis Ulcerosa, en el Servicio de Anatomía Patológica 
se estableció una escala de gradación de acuerdo al índice de Geboes (Geboes y cols., 2000). 
De esta forma, nuestros pacientes fueron clasificados de la siguiente manera: sujetos sanos, 35 
controles; Grado 0, 26 pacientes; Grado 2, 6 pacientes; Grado 3, 1 paciente; Grado 4, 13 
pacientes; Grado 5, 7 pacientes. El paciente con grado 3 no fue utilizado para llevar a cabo el 
estudio estadístico al tratarse de un único individuo.  
 Dentro del género Fusobacterium, pudimos observar un aumento de la densidad de su 
población en paralelo al aumento del grado de actividad de la Colitis Ulcerosa, siendo este 
incremento estadísticamente significativo en los pacientes con 5 grados de actividad en el 
estudio histológico (p<0,013) (Figura 17). 
 Al comparar la densidad del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas entre los 
controles y los pacientes con diferentes grados de actividad histológica, encontramos que 
aquellos pacientes que no tenían actividad mostraban un incremento estadístico en la densidad 
de este grupo de bacterias (p<0,008). Sin embargo esta densidad disminuyó para el grado 2 y 






Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas Bacterias Lácticas Fusobacterium 
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Figura 17. Diferencias en la densidad del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas en función del grado de actividad 




1.5. Evolución en el tiempo de la enfermedad 
En este apartado analizamos las variaciones de la microbiota de acuerdo a los años de 
evolución de la enfermedad, comparándola con la microbiota de los controles. Se dividieron 
en 4 grupos: 35 controles, 27 pacientes afectos de Colitis Ulcerosa desde el inicio de la 
enfermedad hasta los 5 años, 13 pacientes entre 6 y 10 años y 13 pacientes de más de 10 años 
de evolución de enfermedad. 
 En el género Fusobacterium pudimos observar que su población en la mucosa cólica 
enferma de los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa durante los primeros 5 años de la 
enfermedad, aumentó de manera significativa (p<0,039) para luego disminuir hasta niveles 
encontrados en individuos sanos durante los 5 años siguientes. A partir de los 11 años  de 
evolución, la densidad de la población bacteriana volvió a aumentar aunque no de manera 
significativa (Figura 18). 
Mientras que en el grupo de Bacterias Lácticas no se detectó ninguna diferencia, para  
la población de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas sí que se observó un aumento 
significativo del número de copias del gen 16S ARNr en los primeros 10 años de la 
enfermedad, que disminuyó a partir de los 11 años (0-5 años, p<0,042; 6-10 años, p<0,018; 



























































































































Figura 18. Diferencias en la densidad poblacional de Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-





Los pacientes incluidos en este estudio estaban recibiendo distintos esquemas terapéuticos: 5 
pacientes no recibieron ningún tratamiento, mientras que 29 pacientes estaban medicados con 
5-ASA, 13 con azatioprina (AZA), 4 con corticoides, 1 con infliximab y 1 con otros fármacos. 
Ninguno de los controles estaba recibiendo tratamiento alguno. 
 Cuando comparamos el efecto del tratamiento sobre la población de Fusobacterium en 
la mucosa cólica enferma de los pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa, encontramos 
que no hay diferencias estadísticas en la densidad de estas bacterias, aunque se puede ver que 
existe una menor densidad bacteriana en los pacientes tratados con 5-ASA y AZA respecto de 
los pacientes con corticoides, donde la densidad de bacterias fue mayor (p<0,007) (Figura 
19). 
En la población de Bacterias Lácticas no se encontraron diferencias, y finalmente la 
población de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas fue menor en el grupo de pacientes 
tratados con corticoides con respecto a aquellos que no recibían tratamiento o que estaban 
siendo tratados con 5-ASA o AZA, aunque no fue significativa. Las densidades más elevadas 





Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas Bacterias Lácticas Fusobacterium 
AZA Corticoides 5-ASA Sin 
tratamiento 
Controles AZA Corticoides 5-ASA Sin 
tratamiento 

































































































Dentro del grupo de pacientes tratados con 5-ASA, 14 de ellos se encontraban en 
remisión y 15 en fase activa. Al comparar ambos grupos observamos que en los pacientes en 
remisión existía un menor número de fusobacterias, mientras que no se encontraron 















Figura 20. Diferencias en la densidad del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-Prevotella-
Porphyromonas en pacientes tratados con 5-ASA con Colitis Ulcerosa en remisión y en fase activa.  
 
1.7. Relación con el tabaco 
También quisimos analizar si el consumo de tabaco podía influenciar en las poblaciones 
bacterianas de la microbiota intestinal. De todos los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa, 6 




 Se constató una mayor densidad del grupo Fusobacterium en los sujetos fumadores, 
aunque sin significancia estadística (Figura 21). 
En los pacientes fumadores también se demostró una menor concentración de 
Bacterias Lácticas y una mayor densidad de Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas, ambos 
cambios sin significancia estadística (Figura 21). 
 
 
Figura 21. Diferencias en la densidad del grupo Fusobacterium, Bacterias Lácticas y Bacteroides-Prevotella-
















































2. ESTUDIO FAMILIAR DE LAS VARIACIONES DE LA MICROBIOTA 
INTESTINAL 
2.1. Variaciones en la microbiota intestinal en un paciente con Colitis Ulcerosa a lo 
largo de un año 
La finalidad de este apartado fue estudiar las variaciones de la microbiota de un paciente con 
Colitis Ulcerosa a lo largo de un año en relación con sus manifestaciones clínicas. Para ello se 
recogieron 7 muestras de heces (una muestra cada 2 meses) desde Octubre de 2008 hasta 
Octubre de 2009. La primera muestra que se recogió, fue inmediatamente posterior a un brote 
de Colitis Ulcerosa; sin embargo el paciente se mantuvo en remisión y estable durante todo el 
tiempo que duró el seguimiento. 
 Para una optimización de los resultados, las heces fueron inmediatamente congeladas 
tras su recogida, y después se procesaron todas juntas al finalizar el período de estudio. El 
esquema de trabajo consistió en extraer ADN total de las muestras, amplificarlo con 
cebadores del gen 16S ARNr, purificarlo y proceder a su pirosecuenciación. Para interpretar 
los resultados, agrupamos las familias detectadas en filos, y en general podemos decir que se 
observó que cuando disminuyó la cantidad de Bacteroidetes, aumentaron los Firmicutes y las 
Proteobacterias. De igual manera, cuando Bacteroidetes aumentó, los otros dos filos 
disminuyeron, y cuando Bacteroidetes se mantuvo constante, Firmicutes y Proteobacteria 
también lo hicieron. Además, cuando la disminución de Bacteroidetes fue muy grande, 
comenzaron a aparecer filos bacterianos que anteriormente no se reflejaban en la composición 
de la microbiota como Fusobacteria, Actinobacteria y otras bacterias sin clasificar (Figura 
22). 
 De las setenta y una familias estudiadas, solo 39 estuvieron presentes en las heces del 
paciente afecto de Colitis Ulcerosa (Acidaminococcaceae, Actinomycetaceae, Bacillaceae, 
Bacteroidaceae, Burkholderiaceae, Campylobacteraceae, Carnobacteriaceae, 
Catabacteriaceae, Clostridiaceae, Comamonadaceae, Coriobacteriaceae, 
Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae, Erysipelotrichaceae,  
Eubacteriaceae, Fusobacteriaceae, Halomonadaceae, Heliobacteriaceae, 
Hyphomicrobiaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Listeriaceae, 






















Oxalobacteraceae, Pasteurellaceae, Peptococcaceae, Peptostreptococcaceae, 
Porphyromonadaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Streptococcaceae, Streptomycetaceae 
y Syntrophomonadaceae), aunque no todas estuvieron representadas en las siete muestras de 
heces recogidas al paciente (Tabla 9). Solo 14 familias estuvieron presentes durante todo el 










Figura 22. Variación de los principales filos bacterianos en heces en un paciente afecto de Colit is Ulcerosa a lo 
largo de un año. 
 
 Las familias de microorganismos que estuvieron presentes en un mayor porcentaje 
fueron Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae, Porphyromonadaceae, Clostridiaceae, 
Eubacteriaceae, Oscillospiraceae, Acidaminococcaceae, Lachnospiraceae y Rikenellaceae. 
 En los dos primeros meses, se produjo una disminución de Bacteroidaceae, 
Clostridiaceae y Lachnospiraceae, mientras que el porcentaje de Enterobacteriaceae, 
Eubacteriaceae, Oscillospiraceae, Acidaminococcaceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae 
experimentó un incremento (Figura 23). 
 A partir del cuarto mes, Bacteroidaceae volvió a aumentar hasta porcentajes similares 




sin cambios y en cambio disminuyeron Enterobacteriaceae, Eubacteriaceae, 
Oscillospiraceae, Lachnospiraceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae (Figura 23). 
 Tras seis meses la densidad de Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Enterobacteriaceae, 
Eubacteriaceae, Oscillospiraceae y Rikenellaceae no experimentó ningún cambio. Por el 
contrario, Acidaminococcaceae disminuyó, mientras que Lachnospiraceae y Prevotellaceae 
aumentaron (Figura 23). 
 Llegado el octavo mes, Bacteroidaceae volvió a disminuir hasta niveles similares a los 
detectados en el cuarto mes y aumentaron Acidaminococcaceae, Enterobacteriaceae, 
Eubacteriaceae, Oscillospiraceae y Rikenellaceae. La familia Porphyromonadaceae, que más 
o menos se había mantenido constante durante los primeros ocho meses de este estudio, 
experimentó un gran incremento en su participación (Figura 23). 
 Pasados diez meses desde el comienzo del correspondiente estudio, Bacteroidaceae 
continuó su descenso, mientras que Acidaminococcaceae, Enterobacteriaceae, 
Eubacteriaceae y Oscillospiraceae continuaron aumentando su representación. Rikenellaceae 
se mantuvo constante, mientras que la densidad de Porphyromonadaceae disminuyó (Figura 
23). 
 Una vez hubo finalizado el año, en la séptima muestra observamos que la densidad de 
Bacteroidaceae volvió a aumentar, al igual que Clostridiaceae y Lachnospiraceae, mientras 
que la representación de Enterobacteriaceae, Oscillospiraceae y Eubacteriaceae se redujo. 
Porphyromonadaceae continuó disminuyendo hasta los niveles más bajos alcanzados durante 
el año. Acidaminococcaceae y Rikenellaceae incrementaron ligeramente su representación, 
aunque no de manera significativa (Figura 23). 
 En la primera muestra del estudio, a los cuatro y a los seis meses, cuando la 
representación de Bacteroidaceae fue más elevada, solo encontramos dos familias 
(Neisseriaceae y Syntrophomonadaceae) que no estuvieron presentes en el resto de las 
muestras del estudio, mientras que otras 8 distintas (Burkholderiaceae, Catabacteriaceae, 
Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Heliobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae, 
Lactobacillaceae, Listeriaceae) fueron encontradas cuando el porcentaje de esta disminuyó 
por debajo del 63%. 
Resultados 
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 Tabla 9. Porcentaje representado por cada familia de bacterias presentes en las heces de un paciente afecto de 
Colitis Ulcerosa a lo largo de un año. 
Familia 0 meses 2 meses 4 meses 6 meses 8 meses 10 meses 12 meses 
FIR-Acidaminococcaceae 1,344 3,116 3,995 1,298 3,158 8,929 10,240 
ACT-Actinomycetaceae 0,071 0 0,063 0,139 0,082 0,038 0,038 
FIR-Bacillaceae 0,106 0,708 0 0,070 0 0 0,038 
BAC-Bacteroidaceae 63,353 38,385 70,292 69,054 47,416 27,393 39,056 
PRO-Burkholderiaceae 0 0,142 0 0 0 0 0 
PRO-Campylobacteraceae 0 1,275 0,032 0,162 0,041 0 0 
FIR-Carnobacteriaceae 0,106 0 0 0 0 0 0,0761 
FIR-Catabacteriaceae 0 0,283 0 0 0 0 0 
FIR-Clostridiaceae 11,390 6,516 5,041 5,587 5,127 6,659 10,849 
PRO-Comamonadaceae 0 0 0 0 0,041 0 0 
ACT-Coriobacteriaceae 0,212 0 0,032 0,116 0,205 0,530 0,838 
ACT-Corynebacteriaceae 0 0 0 0 0 0,038 0 
PRO-Enterobacteriaceae 5,448 14,873 4,883 2,712 11,977 27,015 12,143 
FIR-Enterococcaceae 0,177 0,142 0 0 0 0 0,076 
FIR-Erysipelotrichaceae 0,071 0,142 0,032 0,209 0,123 0,151 0,114 
FIR-Eubacteriaceae 1,061 1,558 0,159 0,417 3,363 6,773 5,520 
FUS-Fusobacteriaceae 0 0 0 0,255 0,041 0,076 0 
PRO-Halomonadaceae 0 0 0,063 0,093 0,082 0 0 
FIR-Heliobacteriaceae 0 0 0 0 0,287 0 0 
PRO-Hyphomicrobiaceae 0 0,142 0 0 0 0 0 
FIR-Lachnospiraceae 2,618 1,700 0,602 4,173 3,158 4,427 12,105 
FIR-Lactobacillaceae 0 0 0 0 0 0 0,038 
FIR-Leuconostocaceae 0,354 1,558 0,222 1,066 0,943 0,303 0,761 
FIR-Listeriaceae 0 0 0 0 0,041 0 0 
PRO-Methylocystaceae 0,283 0 0,539 0,093 0,779 0,151 0 
PRO-Moraxellaceae 0,142 0,283 0 0,070 0,082 0,038 0,076 
ACT-Mycobacteriaceae 0 0,142 0 0,070 0 0 0 
PRO-Neisseriaceae 0,035 0 0 0 0 0 0 
FIR-Oscillospiraceae 0,708 1,841 0,095 0,487 1,436 5,184 1,142 
PRO-Oxalobacteraceae 0 0 0,063 0 0 0,038 0 
PRO-Pasteurellaceae 0,0354 0 0 0 0 0 0,0381 
FIR-Peptococcaceae 0,071 0 0 0,255 0,369 0,151 0,228 
FIR-Peptostreptococcaceae 0,142 2,550 0,317 0,394 0,287 0,605 0,228 
BAC-Porphyromonadaceae 9,622 11,898 12,873 10,292 17,350 7,038 1,637 
BAC-Prevotellaceae 0,672 5,241 0,159 1,275 0,656 0,795 0,038 
BAC-Rikenellaceae 1,273 7,082 0,412 0,927 2,215 2,724 3,502 
FIR-Streptococcaceae 0,071 0,425 0,063 0,255 0,164 0,076 0,381 
ACT-Streptomycetaceae 0 0 0 0,023 0,041 0 0 
FIR-Syntrophomonadaceae 0 0 0 0,023 0 0 0 
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2.2. Diferencias en la densidad de la microbiota intestinal entre los miembros de una 
misma familia 
Para llevar a cabo esta parte del estudio, utilizamos la metodología de la pirosecuenciación de 
amplificados del gen 16S ARNr a partir del ADN extraído de las heces de cada uno de los 
miembros de la unidad familiar. De esta manera pudimos conocer las diferencias en la 
densidad de la microbiota intestinal del paciente afecto de Colitis Ulcerosa, del padre, de la 
madre, del hermano y de la hermana. Los principales filos analizados fueron: Bacteroidetes, 
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae y Tenericutes. Estos 
filos estaban compuestos por las familias representadas en la Tabla 10.  
 
Tabla 10. Familias de microorganis mos identificadas por pirosecuenciación. 
 
Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria 
Bacteroidaceae Acidaminococcaceae Aurantimonadaceae Actinomycetaceae 
Flexibacteraceae Bacillaceae Burkholderiaceae Bifidobacteriaceae 
Porphyromonadaceae Carnobacteriaceae Desulfovibrionaceae Coriobacteriaceae 
Prevotellaceae Clostridiaceae Enterobacteriaceae Corynebacteriaceae 
Rikenellaceae Enterococcaceae Geobacteraceae Glycomycetaceae 
 Entomoplasmataceae Kopriimonadaceae Microbacteriaceae 
 Erysipelotrichaceae Methylocystaceae Micrococcaceae 
 Eubacteriaceae Methylophilaceae  
 Lachnospiraceae Moraxellaceae  
 Lactobacillaceae Oxalobacteraceae  
 Leuconostocaceae Pasteurellaceae  
 Oscillospiraceae Rhizobiaceae  
 Paenibacillaceae   
 Peptococcaceae   
 Peptostreptococcaceae   
 Planococcaceae   
 Streptococcaceae   
 Syntrophomonadaceae   
 Thermolithobacteraceae   





En el sujeto afecto de Colitis Ulcerosa, el filo más representado fue Firmicutes (n=14), 
seguido de Bacteroidetes (n=4), Proteobacteria (n=3) y Actinobacteria (n=2). En los sujetos 
sanos, el filo Firmicutes también fue el que estuvo representado por más familias (n=17), 
seguido de Proteobacteria (n=11), Bacteroidetes (n=5), Actinobacteria (n=5), Fusobacteria 
(n=1), Lentisphaerae (n=1) y Tenericutes (n=1). 
 Cuando comparamos la presencia de estos filos entre los diferentes miembros de la 
familia, encontramos que en el hijo afecto de Colitis Ulcerosa, la relación entre Firmicutes y 
Bacteroidetes era de aproximadamente 1 (41,80% y 44,23%, respectivamente), mientras que 
en el resto de los miembros de la familia esta relación fue 3 veces mayor para Bacteroidetes 
(20,98% y 62,15% respectivamente). Firmicutes fue el segundo filo más abundante, tanto en 
los miembros sanos de la unidad familiar como en el hijo enfermo. Dentro de este filo 
destacaron, sobre todo, Acidaminococcaceae, Clostridiaceae, Eubacteriaceae y 
Lachnospiraceae. El filo Proteobacteria se mantuvo más o menos constante entre los 
diferentes miembros de la familia, aunque el padre tuvo un porcentaje de este filo dos veces 
mayor que la hija (19,65% y 8,33%, respectivamente). El filo Actinobacteria estuvo en un 
mayor número en el hijo afecto de Colitis Ulcerosa que en el resto de sus familiares, aunque 
el porcentaje que representó este filo fue muy pequeño en comparación con el resto (<1%). En 
el resto de los filos no encontramos diferencias entre los sujetos estudiados, ya que su 
presencia entre estos individuos fue muy discontinua (Figura 24). 
Las familias Fusobacteriaceae, Victivallaceae y Spiroplasmataceae fueron las únicas 
representantes de los filos Fusobacteria, Lentisphaerae y Tenericutes. Los filos Fusobacteria, 
Lentisphaerae y Tenericutes, así como otras bacterias sin clasificar, al no encontrarse en todos 
los miembros de la familia, fueron incluidos en el apartado de Otros.  
 En los cinco sujetos estudiados no se detectó ninguna bacteria de las siguientes 
familias: Aerococcaceae, Alcaligenaceae, Anaerolinaceae,  Campylobacteraceae, 
Catabacteriaceae, Comamonadaceae, Erythrobacteraceae, Flavobacteriaceae, 
Halomonadaceae, Heliobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae, Listeriaceae, 
Methylobacteriaceae, Mycobacteriaceae, Mycoplasmataceae, Neisseriaceae, Nocardiaceae, 
Pseudonocardiaceae, Rhodocyclaceae, Rhodospirillaceae, Sphingomonadaceae, 


































Figura 24. Distribución de los principales filos en una familia de cinco miembros con un hijo afecto de Colit is 
Ulcerosa. 
  
Las familias de microorganismos que estuvieron presentes en una mayor proporción en 
todos los sujetos fueron Bacteroidaceae, Clostridiaceae y Enterobacteriaceae. Solo cinco 
familias de bacterias estuvieron presentes, únicamente, en el paciente afecto de Colitis 
Ulcerosa (Actinomycetaceae, Carnobacteriaceae, Erysipelotrichaceae, Pasteurellaceae y 
Streptococcaceae) aunque en un porcentaje inferior al 1% del total. En cambio, veintidós 
familias no estuvieron representadas en este paciente, pero sí en el resto de sus familiares  
(Aurantimonadaceae, Burkholderiaceae, Desulfovibrionaceae, Entomoplasmataceae, 
Flexibacteraceae, Fusobacteriaceae, Geobacteraceae, Glycomycetaceae, Kopriimonadaceae, 
Methylocystaceae, Methylophilaceae, Microbacteriaceae, Micrococcaceae, 
Oxalobacteraceae, Paenibacillaceae, Planococcaceae, Rhizobiaceae, Spiroplasmataceae, 





 La hermana fue la que presentó un mayor porcentaje de Bacteroidetes (79,41%), 
seguida de la madre (60,35%), el hermano (55,63%) y el padre (53,19%). Este orden se debe 
fundamentalmente a la contribución que aporta Porphyromonadaceae en los miembros 
femeninos de la familia (madre, 28,73%; hermana, 17,03%), ya que si tenemos en cuenta solo 
Bacteroidaceae, son la hermana (46,23%) y el hermano (45,88) los miembros de la familia 
que mayor porcentaje tienen en este filo, seguidos del  padre (38,60%) y la madre (24,38%).  
 Prevotellaceae estuvo elevada significativamente en el padre (10,56%), respecto al 
resto, en los que se encontró en porcentajes ínfimos (<1%).  
 Otro hecho importante encontrado en los miembros femeninos de la familia fue que 
Rikenellaceae estuvo presente en la hermana en un 16,10%, siendo la tercera familia más 
representada, mientras que en la madre, el porcentaje que representaba fue más bajo, tan solo 
del 7,03%, aunque mayor que en el resto de los miembros masculinos. 
 Dentro de Clostridiaceae, el padre tuvo un mayor porcentaje (16,42%), seguido del 
hermano (11,76%) y del enfermo (10,85%). La madre (9,14%) y la hermana (3,89) son los 
sujetos que tuvieron una menor representación de esta familia. 
 Es importante destacar en el paciente enfermo con Colitis Ulcerosa que el porcentaje 
de Acidaminococcaceae, Eubacteriaceae y Lachnospiraceae fue significativamente mayor 
que el encontrado en el resto de los sujetos (10,24%, 5,52% y 12,11%, respectivamente). 
 El porcentaje de Enterobacteriaceae en la microbiota fecal fue bastante variable, de tal 
manera que oscilaba entre 19,13% en el padre y 8,33% en la hermana. El hermano afecto tuvo 
una representación del 12,14%. También hay que destacar que Syntrophomonadaceae estuvo 
presente únicamente en el hermano sano en un porcentaje bastante elevado (8,33%). 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.3. Identificación de especies y cepas de microorganismos mediante la utilización de 
MALDI-TOF y Campo Pulsado 
Una vez analizada la composición cualitativa y cuantitativa de la microbiota intestinal de la 
familia del paciente con Colitis Ulcerosa mediante técnicas de pirosecuenciación, procedimos 
a caracterizar las bacterias cultivables más importantes. Para ello, una alícuota de las heces de 
cada uno de los 5 miembros de la familia se sembró en medios de cultivo, seleccionando 
varias colonias de cada morfología que pudiera crecer en las placas. 
Para limitar el estudio nos centramos en E. coli y enterococos como las dos bacterias 
cultivables más importantes. El objetivo de este apartado fue conocer si los integrantes de la 
familia compartían clones genéticos de estas especies,  o si por el contrario cada uno tenía 
cepas diferentes. 
 
2.3.1. Escherichia coli 
En primer lugar, identificamos por MALDI-TOF de 4 a 5 colonias de E. coli crecidas en el 
medio MacConkey por cada una de las 5 muestras de heces (Figura 26). Posteriormente, se 
realizó un Campo Pulsado para comparar las colonias aisladas en cada persona y poder 
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También estudiamos la relación existente entre las cepas detectadas en los distintos 
miembros de la familia. Los resultados mostraron que el paciente afecto, la madre y la 
hermana presentaban un único pulsotipo, mientras que en el padre y el hermano coexistían 
dos pulsotipos diferentes. Los aislados presentes en el sujeto afecto de Colitis Ulcerosa 




















Figura 27. Dendograma obtenido mediante el coeficiente de similitud de Dice con los patrones de Campo 
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2.3.2. Enterococos  
De forma similar a lo realizado para E. coli, en cada uno de los miembros de la familia se 
seleccionaron 6 colonias de enterococos crecidas en un medio de cultivo selectivo. Estas 
colonias se identificaron como enterococos mediante el sistema MALDI-TOF (Figura 28), 
detectando las especies Enterococcus faecium y Enterococcus hirae. La similitud genética de 














Figura 28. Espectro de masas obtenido por el sistema MALDI-TOF con un aislado de E. faecium. 
 
En la madre no se obtuvo ninguna colonia de enterococo, en concordancia con los 
resultados del análisis de pirosecuenciación, en el que tampoco se detecto presencia de 
Enterococcaceae. Respecto de la especie E. faecium, en el sujeto afecto se encontraron 3 
pulsotipos, el hermano y el padre tenían dos pulsotipos, y la hermana uno. En el caso de E. 
hirae, el padre tenía dos aislados con patrones de bandas diferentes, mientras que la hermana 
presentó un único patrón. Curiosamente, no se aisló ninguna cepa de la especie de 
Enterococcus faecalis, la cual suele ser la más abundante dentro del género enterococo 































Figura 29. Dendograma obtenido mediante el coeficiente de similitud de Dice con los patrones de Campo 



































El primer estudio en el que se implicó a un microorganismo como posible agente etiológico 
de la Colitis Ulcerosa, fue el llevado a cabo por Dragstedt y colaboradores en 1941. En este 
estudio se relacionó la presencia de la especie Bacterium necrophorum, actualmente conocido 
como Fusobacterium necrophorum, con la enfermedad. Además se sugirió que este 
microorganismo jugaba un papel importante en la etiología ya que era el organismo 
predominante durante los periodos de exacerbación de la enfermedad, mientras que tendía a 
desaparecer en los periodos de quiescencia. También demostraron que este microorganismo 
tenía un carácter patógeno, tanto en los conejos como en los seres humanos, debido al 
aislamiento de este en cultivo puro en una gran variedad de procesos patológicos. Sin 
embargo también se puede observar la presencia de este microorganismo en el tracto digestivo 
de monos y de sujetos sanos desde el punto de vista digestivo, por lo que se ha sugerido que 
añadido a las condiciones adecuadas para su crecimiento, también requiere una serie de 
factores adicionales para producir necrosis de la mucosa. Una vez iniciado el proceso, el 
microorganismo parece ser capaz de continuar más fácilmente el mismo (Dragstedt y cols., 
1941).  
Otros estudios que también han relacionado a este género con la etiología de la Colitis 
Ulcerosa fueron los llevados a cabo por Ohkusa en 2002 y Minami en 2009, los cuales 
encontraron que el 61% y el 41 % de los pacientes con Colitis Ulcerosa presentaban 
anticuerpos en suero frente a Fusobacterium varium, frente a un 29% y el 15% de los 
voluntarios sanos (Ohkusa y cols., 2002; Minami y cols., 2009). Un estudio reciente encontró 
en la mucosa de los pacientes con Colitis Ulcerosa una mayor cantidad de bacterias reductoras 
de sulfato con respecto a los sujetos sanos, siendo Fusobacterium uno de los géneros que 
posee esta capacidad (Verma y cols., 2010). 
En nuestro caso, también encontramos una densidad elevada de estas bacterias en la 
mucosa afecta de los pacientes en comparación con la de los voluntarios sanos (p<0,013), lo 
que hace sospechar del posible papel patogénico que pueden desempeñar en esta enfermedad, 
en concreto en las zonas necróticas y edematosas donde se localiza el daño tisular. 
Curiosamente, cuando analizamos la mucosa preservada de estos pacientes encontramos 
niveles de estas bacterias parecidas a los detectados en sujetos sanos, lo que refuerza la 




Uno de los grupos de microorganismos más abundantes en la microbiota intestinal es 
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas (Poxton y cols., 1997), y por ello fue incluido en el 
esquema de PCR-RT. En el análisis se observó una mayor densidad de este grupo en los 
pacientes, tanto en la mucosa preservada (p<0,014) como en la mucosa afecta (p<0,015). Este 
resultado coincide con otros trabajos en los que se estudio únicamente la presencia de 
Bacteroides, tanto por cultivo (Ariake y cols., 2000; Matsuda y cols., 2000), hibridación 
fluorescente in situ en seres humanos (Kleessen y cols., 2002) y en animales (Swidsinski y 
cols., 2005a), como por métodos moleculares como PCR convencional (Lucke y cols., 2006; 
Wang y cols., 2007c), PCR en tiempo real (Bibiloni y cols., 2006) o mediante la elaboración 
de bibliotecas genómicas (Rehman y cols., 2010; Walker y cols., 2011). Sin embargo, cuando 
comparamos la densidad de estas bacterias en la zona de mucosa preservada y en la afecta, no 
encontramos diferencias. Este hecho había sido previamente descrito (Bibiloni y cols., 2006; 
Gophna y cols., 2006; Zhang y cols., 2007; Walker y cols., 2011), aunque un estudio basado 
en el aislamiento de los microorganismos en medios de cultivo si encontró un mayor número 
de Bacteroides en la mucosa inflamada (Fyderek y cols., 2009).  
La gran concentración de estas bacterias en el colon podría contribuir al proceso 
inflamatorio de la enfermedad. En el caso particular de B. vulgatus se ha comprobado que 
produce efectos pro- inflamatorios en varios modelos animales de Colitis Ulcerosa 
(Onderdonk y cols., 1981; Rath y cols., 1996; Rath y cols., 1999a; Rath y cols., 1999b; Rath, 
2002). Por el contrario, en modelos de ratones deficientes en IL-10 o en IL-2, B. vulgatus no 
induce la enfermedad e incluso presenta un carácter protector (Sellon y cols., 1998; 
Waidmann y cols., 2002; Waidmann y cols., 2003; Kim y cols., 2007). Otras especies de este 
grupo, como B. fragilis, pueden formar parte como componente principal del biofilm que se 
forma en la mucosa cólica de los pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal 
(Swidsinski y cols., 2005b).  
Aunque B. fragilis representa solo el 0,1-0,5% de la microbiota del colon en sujetos 
sanos, este se identifica como el principal microorganismo anaerobio aislado en los 
coprocultivos de muestras clínicas (Holdeman y cols., 1976; Polk y Kasper, 1977; Doğan y 
Baysal, 2010; Nagy y Urbán, 2011). Este microorganismo produce una enterotoxina asociada 
con determinados procesos diarreicos, ya que estimula la producción de IL-8, y esta a su vez 




inducción de Colitis en ratones con la enterotoxina de B. fragilis (Rhee y cols., 2009). 
Además, el lipopolisacárido de esta especie es la toxina termoestable con mayor actividad 
(Poxton y Edmond, 1995).  
Otros autores han propuesto que la capacidad que tienen los Bacteroidetes de producir 
ácidos grasos de cadena corta podría contribuir a la gravedad de la enfermedad (Wang y cols., 
2007c), como puede ocurrir con otros microorganismos como las fusobacterias. Sin embargo, 
otros estudios encontraron una disminución de Bacteroides en la mucosa de los pacientes 
afectos de Colitis Ulcerosa (Conte y cols., 2006; Zhang y cols., 2007; Ott y cols., 2008; 
Verma y cols., 2010), aunque no estudiaron paralelamente Prevotella y Porphyromonas, dos 
de los principales géneros del filo Bacteroidetes, y que en el caso de Prevotella constituye el 
grupo mayoritario en el enterotipo 2 descrito por el grupo que lidera el consorcio Europeo 
MetaHit (Arumugam y cols., 2011). De hecho, Porphyromonadaceae fue encontrada en 
mayor proporción en pacientes afectos de Colitis Ulcerosa en el estudio realizado por Bibiloni 
(Bibiloni y cols., 2006), por lo que podría ser uno de los responsables de la mayor cantidad de 
Bacteroidetes en estos pacientes.  
Finalmente, también se incluyeron las Bacterias Lácticas en el análisis por PCR-RT, ya 
que estas bacterias reducen la translocación bacteriana, la adhesión de bacterias patógenas a la 
mucosa y previene la aparición de Colitis (Madsen y cols., 1999; Caradonna y cols., 2000; 
Llopis y cols., 2005). En este grupo no encontramos ninguna diferencia en los tres grupos 
estudiados: voluntarios sanos, mucosa preservada y mucosa afecta de los pacientes, en 
concordancia con lo anteriormente publicado (Mylonaki y cols., 2005, Bibiloni y cols., 2006, 
Fyderek y cols., 2009). Por el contrario, otros estudios han descrito una menor población de 
Bacterias Lácticas en la mucosa cólica de los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa, tanto por 
cultivo (Fabia y cols., 1993) como por PCR convencional (Zhang y cols., 2007) y PCR en 
tiempo real (Verma y cols., 2010).  
La obtención de tejido mediante biopsia es un procedimiento invasivo, sin embargo las 
heces son una muestra mucho más fácil de obtener y que no implica ningún daño para el 
paciente. Con el objetivo de comparar si una muestra es equivalente a la otra, en esta tesis se 
han procesado de forma similar las biopsias y las heces de los sujetos sanos y de los pacientes. 
Si tratamos de extrapolar los resultados obtenidos en las biopsias con los llevados a cabo en 




Fusobacterium, que presenta niveles altos en las biopsias mientras que en las heces los 
valores eran similares a los de la población sana. Tampoco encontramos relación con los 
datos del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas ni el grupo de Bacterias Lácticas.  
Así pues, en nuestros pacientes no se pueden comparar los datos obtenidos en las 
biopsias y en las heces, lo que coincide con lo publicado previamente por otros autores 
(Zoetendal y cols., 2008¸ Petrosino y cols., 2009 Booijink y cols., 2010¸ van den Bogert y 
cols., 2011). 
En el análisis de las heces, se pudo observar que la población de fusobacterias no varió 
entre los sujetos sanos y los individuos afectos de Colitis Ulcerosa. Un estudio basado en la 
identificación de fragmentos de restricción encontró una mayor cantidad de estos 
microorganismos en los sujetos afectos en fase activa que en los pacientes en remisión 
(Andoh y cols., 2007). 
Con respecto a la población de Bacteroidetes en heces, esta fue mayor en los sujetos 
sanos que en los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa, aunque no de manera significativa. 
Nuestros datos coinciden con los de otros estudios llevados a cabo para la identificación de 
Bacteroides en heces, tanto por hibridación fluorescente in situ (Swidsinski y cols., 2008a) 
como por técnicas de PCR y posterior electroforesis en gel por gradiente desnaturalizante 
(Noor y cols., 2010). Otros autores no encontraron diferencias significativas en el recuento de 
Bacteroides cuando utilizaron técnicas de hibridación fluorescente in situ en pacientes con 
Colitis Ulcerosa activa (Sokol y cols., 2006a), o técnicas de aislamiento en medios de cultivo 
específicos (van der Wiel-Korstanje y Winkler, 1975; Giaffer y cols., 1991). Un estudio 
realizado en gemelos afectos de Colitis Ulcerosa tampoco encontró diferencias en la 
población de Bacteroides en heces analizadas por pirosecuenciación entre este grupo de 
pacientes y sujetos sanos (Willing y cols., 2010). Otros trabajos llevados a cabo mediante el 
análisis de las heces mediante PCR y posterior procesamiento mediante enzimas de 
restricción para la obtención de múltiples fragmentos de diferentes tamaños, tanto en 
pacientes con Colitis Ulcerosa activa como en remisión, encontraron un menor número de 
Bacteroides en los pacientes en fase activa que en los sujetos sanos, pero un mayor número de 
estos microorganismos en los sujetos afectos en remisión, aunque casi todos los pacientes 





En las heces, la población de Bacterias Lácticas fue variable entre los sujetos sanos y 
afectos de Colitis Ulcerosa. Esto mismo encontraron otros autores cuando estudiaron las 
diferencias en la microbiota fecal entre estos dos grupos de individuos mediante el cultivo de 
las heces en medios específicos (van der Wiel-Korstanje y Winkler, 1975; Giaffer y cols., 
1991). Otro estudio encontró mediante hibridación fluorescente in situ que los lactobacilos 
estaban disminuidos en los pacientes con Colitis Ulcerosa activa, mientras que los sujetos 
afectos en remisión tenían cantidades similares a los sujetos sanos (Bullock y cols., 2004). 
Andoh y colaboradores sugirieron que la mayor presencia de lactobacilos en las heces de los 
pacientes afectos en remisión puede ser debido a que el efecto probiótico de estos 
microorganismos puede ayudar a la inducción de la remisión (Andoh y cols., 2007). 
A la hora de estudiar la relación entre la composición de la microbiota y diversos 
factores, solo tuvimos en cuenta los datos obtenidos mediante el estudio de las biopsias, ya 
que consideramos que eran mucho más representativos que los obtenidos en las heces. De esta 
forma se analizó la posible asociación de los tres principales grupos de bacterias estudiados 
mediante PCR-RT con el Índice Mayo, la localización de la enfermedad, los años de 
evolución de la enfermedad, el Índice de Geboes, el tratamiento y el consumo de tabaco.  
La mayor densidad de fusobacterias se encontró en la mucosa afecta de los pacientes en 
fase activa (p<0,007), mientras que en remisión los niveles eran parecidos a los encontrados 
en los sujetos sanos. Esto podría ser debido a que algunas especies del género Fusobacterium 
invaden el moco y la capa mucosa, permaneciendo dentro de las criptas en la fase activa de la 
enfermedad. La producción de ácido butírico dentro de estas criptas podría tener un impacto 
directo sobre las células epiteliales (Ohkusa y cols., 2002), al igual que ocurre con 
Helicobacter pylori, el cual puede ser encontrado en la mucosa gástrica de la mayoría de los 
pacientes con gastritis crónica o úlceras pépticas (Marshall y Warren, 1984), colonizando las 
capas mucosas del epitelio o invadiendo el epitelio por sí mismo (Marshall y cols., 1985; 
Chen y cols., 1986). El ácido butírico, propiónico y acético son producidos por las bacterias 
anaerobias del colon (Cummings y cols., 1987) y es rápidamente absorbido para proporcionar 
energía al epitelio colorrectal (Scheppach, 1994). Sin embargo, el butirato, propionato y 
acetato son capaces de inducir apoptosis en algunas líneas celulares de tumores colorrectales 
(Heerdt y cols., 1994). Probablemente una alteración en el metabolismo del butirato podría 




pacientes afectos de Colitis Ulcerosa oxidan menor cantidad de ácido butírico que los 
individuos sanos (Roediger, 1980). Es posible que elevadas concentraciones de ácido butírico 
no puedan ser del todo metabolizadas por el epitelio del colon, por lo que induzcan apoptosis 
en las células de la mucosa y causen ulceraciones (Ohkusa y cols., 2003). Además, el ácido 
butírico activa la apoptosis a través de un mecanismo dependiente de p53, mediante 
fosforilación. Esto se ha comprobado en pacientes con Colitis Ulcerosa en el foco de la 
inflamación (Yoshida y cols., 2006; Yoshida y cols., 2011).  
Otro resultado interesante fue que en los pacientes con enfermedad activa (p<0,025) y 
en los que estaban en remisión (p<0,049) se encontró una mayor densidad de Bacteroides-
Prevotella-Porphyromonas que en los voluntarios sanos. Sin embargo, otros estudios basados 
en técnicas de hibridación fluorescente in situ (Mylonaki y cols., 2005) o en técnicas de PCR 
convencional (Gophna y cols., 2006) no encontraron diferencias significativas. En un trabajo 
basado en la utilización de sondas Taqman mediante la tecnología de PCR en tiempo real, 
como el llevado a cabo por Ott y colaboradores en el 2004, se encontró una reducción del 
76,99% de Bacteroidetes (Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas) en la mucosa cólica de 31 
pacientes con Colitis Ulcerosa activa en comparación con 46 sujetos sanos. Este estudio no  
tuvo en cuenta los pacientes afectos de Colitis Ulcerosa en remisión, ya que todos los sujetos 
tuvieron un índice de actividad clínico mayor de 4 (Ott y cols., 2004). Otro estudio basado en 
la construcción de librerías genómicas y PCR cuantitativa reveló que en los pacientes con 
Colitis Ulcerosa activa de mayor gravedad, el porcentaje de Bacteroidetes estaba disminuido 
en relación a los pacientes en remisión y a los sujetos sanos (Frank y cols., 2007). Esta 
discrepancia con respecto a nuestro estudio podría explicarse por los diferentes genotipos de 
la enfermedad, la dieta o las características medioambientales, así como por los efectos de las 
variaciones inter-individuales entre los pacientes, un número diferente de muestras estudiadas 
o por la profundidad de la secuencia utilizada. 
Respecto de las Bacterias Lácticas no encontramos ninguna diferencia en la población 
de este grupo entre los sujetos sanos y los pacientes afectos con esta enfermedad.  
Los pacientes con localización rectosigmoidea y de colon izquierdo (E2) presentaron 
una mayor densidad de población del género Fusobacterium que el resto (p<0,003). Verna y 
colaboradores en el año 2004, encontraron un caso de trombosis venosa portal por 




rectosigmoidea (E2). Este paciente no había sido sometido a ningún procedimiento dental en 
los meses previos, por lo que probablemente la trombosis venosa portal se debía a una 
translocación de este microorganismo desde el lumen intestinal al torrente sanguíneo, debido 
a la alteración que tiene lugar en la arquitectura de la mucosa intestinal en los pacientes con 
Colitis Ulcerosa (Verna y cols., 2004).  
El grupo Bacteroidetes no se relacionó con ninguna localización específica, siendo 
mayor su población en los pacientes sin alteraciones visibles en la colonoscopia. Esto se 
correlaciona con lo anteriormente comentado, donde tanto los pacientes en remisión como 
aquellos con una puntuación en la Escala Mayo inferior a 4 (p<0,012) tenían niveles mayores 
que disminuían cuando la gravedad de la enfermedad era mayor. Nuestros resultados están en 
concordancia con lo previamente publicado (Fujita y cols., 2002). Esto apunta a que este 
grupo de bacterias podría estar implicado al comienzo de la enfe rmedad, para luego ir 
perdiendo importancia conforme aumenta la gravedad de esta.  
En ninguno de los subtipos de la enfermedad encontramos ninguna relación con la 
cantidad de Bacterias Lácticas, siendo los niveles parecidos a los de los sujetos sanos.  
La edad media de comienzo de la enfermedad en nuestros pacientes fue de 39 años 
(±16,58), similar a la encontrada en otros estudios (Roth y cols., 2010; Vahedi y cols., 2009; 
Lakatos y cols., 2011). Algunos estudios han confirmado que al comienzo de la Colitis 
Ulcerosa, los pacientes más jóvenes padecen un curso inicial más agresivo que las personas 
mayores de 65 años recién diagnosticadas (Louis y cols., 2010; Portela y cols., 2010). Roth y 
colaboradores realizaron un seguimiento a 102 pacientes diagnosticados de Colitis Ulcerosa y 
observaron, que en los primeros 5 años de la enfermedad los pacientes tenían una puntuación 
en el índice Mayo mayor que aquellos diagnosticados con más de 5 años de evolución, por lo 
que presentaban una mayor gravedad de la enfermedad y un peor pronóstico (Roth y cols., 
2010). Esto se corresponde con los datos de nuestros pacientes, que durante los primeros 5 
años, la gravedad de los brotes fue mayor que en los pacientes con más años de evolución. En 
relación con esto, se detectaron mayores niveles de Fusobacterium spp. en los pacientes con 
menor tiempo de evolución. Una de las teorías actuales que implican a los microorganismos 
como agentes etiológicos de la enfermedad, es la hipótesis de los dos componentes, propuesta 
por Maratka y Wagner en 1963. Esta hipótesis reforzaría nuestros resultados, ya que 




produciendo las formas graves de Colitis Ulcerosa, y este podría ser el motivo de la aparición 
de complicaciones locales y sistémicas, así como de la naturaleza ulcerosa de las fases 
avanzadas de la enfermedad. 
En nuestros pacientes, la población de fusobacterias disminuyó entre los 6 y 10 años 
desde el comienzo de la enfermedad, para volver a aumentar a partir de los 10 años, periodo 
que se correspondió con un aumento de las recaídas y un mayor riesgo de colostomía en los 
pacientes afectos (Louis y cols., 2010). Aunque este incremento no es estadísticamente 
significativo, probablemente por el bajo número de pacientes con más de 10 años de 
enfermedad (13 pacientes frente a 35 individuos sanos), indica una clara asociación. 
La población de Bacteroidetes estuvo presente en un mayor número en los primeros 
años (p<0,042; p<0,018). Una vez transcurridos 10 años desde el comienzo de la 
enfermedad, este grupo de bacterias disminuyó. Esta disminución podría deberse a lo dicho 
anteriormente, aunque se ha descrito que la población de Bacteroides disminuye con la edad 
en todas las personas (Enck y cols., 2009; Rajilić-Stojanović y cols., 2009).  
Tampoco encontramos ninguna variación en el grupo de Bacterias Lácticas con el 
transcurso de la enfermedad. Todos los pacientes estudiados tuvieron más o menos la misma 
proporción, independientemente de los años que llevaran diagnosticados con la enfermedad. 
Cuando analizamos la relación entre Fusobacterium spp. y el Índice Geboes, se 
evidenció una mayor concentración de bacterias con un mayor grado de actividad 
inflamatoria, destacando la mayor presencia de este género cuando la actividad inflamatoria 
fue máxima (grado 5, p<0,013). Esto podría ser debido al carácter invasivo y pro-inflamatorio 
en la mucosa que muestran algunas especies del género Fusobacterium, como F. varium y F. 
nucleatum (Ohkusa y cols., 2009; Strauss y cols., 2011).  
Cuando relacionamos la actividad inflamatoria histológica con el tiempo de evolución 
de la enfermedad, observamos una mayor actividad inflamatoria en los pacientes con menos 
de 6 años de evolución, mientras que cuando la evolución de la enfermedad era entre 6 y 10 
años existía una menor actividad inflamatoria. A partir de los 10 años de evolución, 
encontramos más pacientes con el máximo grado de actividad inflamatoria (3 pacientes con 
grado 5). Curiosamente, el único paciente con un grado 5 de actividad inflamatoria y con una 




un elevado número de población de Fusobacterium spp. (9,74 Log número de copias del gen 
16S ARNr/µl). Esto podría ser debido a que, en algunos sujetos, las características 
microscópicas de la enfermedad pueden persistir mientras que las características 
macroscópicas son de enfermedad inactiva (Powell-Tuck y cols., 1982; Gomes y cols., 1986; 
Florén y cols., 1987; Geboes y cols., 2000). Por lo general, hemos encontrado una buena 
correlación entre los índices histológicos y endoscópicos, especialmente cuando las muestras 
de biopsia fueron extraídas durante la fase de actividad inflamatoria (D'Haens y cols., 2007).  
Por todo esto, podemos decir que existe un paralelismo entre una mayor densidad del 
género Fusobacterium y el comportamiento de la enfermedad a lo largo de los años cuando 
los índices endoscópicos e histológicos indican enfermedad grave. Sin embargo, en 
Bacteroidetes encontramos un comportamiento totalmente diferente, ya que la mayor 
densidad de bacterias tuvo lugar cuando no había actividad inflamatoria (p<0,008), de tal 
manera que su presencia disminuyó a medida que aumentó la actividad inflamatoria. En las 
Bacterias Lácticas no encontramos ningún dato que nos indique que estén implicadas en la 
inflamación histológica que tiene lugar durante los periodos de actividad de la enfermedad.  
También analizamos la posible relación entre los fármacos prescritos y el número de 
microorganismos presentes en el colon. El pequeño número de pacientes en cada grupo no 
nos permitió establecer ninguna diferencia significativa entre ellos, aunque sí el posible efecto 
del fármaco sobre la población estudiada. De este modo, comprobamos que los pacientes que 
estaban siendo tratados con fármacos del tipo 5-ASA y azatioprina presentaban un menor 
número de fusobacterias. El trabajo llevado a cabo por Swidsinski y colaboradores en el año 
2007 estudió el impacto de la mesalazina y la azatioprina sobre la concentración de las 
bacterias presentes en la mucosa cólica de pacientes afectos con Colitis Ulcerosa mediante 
hibridación fluorescente in situ, y observó que los pacientes tratados con azatioprina 
presentaban una concentración de bacterias en la mucosa cólica 28 veces mayor que en los 
pacientes tratados con 5-ASA, y estos a su vez, una concentración 1000 veces más baja que 
los sujetos sanos (Swidsinski y cols., 2007).  
 Los 5-ASA son fármacos que inhiben la producción de sulfuro de hid rógeno que a su 
vez es producido por la microbiota anaerobia intestinal después de la fermentación de 
aminoácidos sulfurados y de la reducción de sulfatos. Estos metabolitos, a elevadas 




tanto, el metabolismo aerobio, pudiendo producir una deficiencia en la energía celular en los 
pacientes con Colitis Ulcerosa (Roediger y cols., 1993), ya que además, inhiben la oxidación 
del butirato, principal fuente de energía de los colonocitos (Rowan y cols., 2009). Además, en 
la mucosa oral, producen un incremento reversible de la permeabilidad del epitelio y una 
pérdida de la función barrera (Ng y Tonzetich, 1984). La hipótesis de que ciertas toxinas 
bacterianas podrían ser las causantes de la Colitis Ulcerosa no está demostrada por el 
momento, pero el sulfuro de hidrógeno es uno de los principales candidatos (Pitcher y 
Cummings, 1996; Verma y cols., 2010; Fava y cols., 2011).  
Las fusobacterias son microorganismos capaces de producir sulfuro de hidrógeno por 
reducción del sulfato del medio (Claesson y cols., 1990). En un estudio realizado por Edmond 
y colaboradores, demostraron que los 5-ASA reducían en un 50% los niveles de sulfuro de 
hidrógeno en heces producidos por F. necrophorum obtenido a partir de las heces de 
pacientes enfermos de Colitis Ulcerosa (Edmond y cols., 2003). Varios estudios demostraron 
que los 5-ASA también disminuyen el número de bacterias que reducen el sulfato (Edmond y 
cols., 2003; Swidsinski y cols., 2007), por lo que este podría ser el motivo por el que en 
nuestro estudio, cuando comparamos el efecto de los 5-ASA sobre Fusobacterium spp., los 
pacientes con Colitis Ulcerosa en remisión presentaron una menor población de fusobacterias 
que los individuos afectos con enfermedad activa.  
Con respecto a la azatioprina, aunque no pudimos comparar el efecto entre los pacientes 
que estaban en remisión y en fase activa, debido al bajo número que se encontraban bajo este 
tratamiento (13 pacientes), lo cierto es que la mayoría de los sujetos se encontraban en 
remisión (10 pacientes) y presentaban valores ligeramente superiores a los encontrados en los 
pacientes en remisión tratados con 5-ASA (9,48 vs. 9,22 Log), coincidiendo con lo dicho por 
Swidsinski y colaboradores en el año 2007. En ninguno de los dos tratamientos se observó la 
disminución de la población de fusobacterias hasta los niveles encontrados en los sujetos 
sanos. 
Los corticoides no inhiben la producción de sulfuros (Edmond y cols., 2003), por lo este 
fármaco parece no influir sobre la población de fusobacterias. De todos modos, el número de 
pacientes tratados con este fármaco es muy pequeño, por lo que es difícil tener una conclusión 




fase activa y el paciente que estaba en remisión presentaban un elevado número de 
fusobacterias (10,00 Log).  
Un único paciente que estaba en fase activa, estaba siendo tratado con infliximab para la 
inducción de la remisión, y presentaba una población de Fusobacterium spp. (9,57 Log) 
similar a la encontrada en los pacientes tratados con 5-ASA y azatioprina. Con este único 
paciente no pudimos concluir nada, ya que para llegar a ser tratado con infliximab, 
previamente ha debido ser tratado con todo el arsenal terapéutico disponible para el 
tratamiento de la Colitis Ulcerosa, por lo que es muy difícil valorar el impacto de este 
anticuerpo monoclonal sobre la microbiota del colon, ya que sus efectos conocidos son la 
disminución del TNF-α y la inducción de la apoptosis de los linfocitos en el tejido inflamado 
(Wilhelm y cols., 2008), y se desconoce el efecto directo que podría ejercer sobre la 
microbiota intestinal. 
Con respecto al efecto de los fármacos sobre la población de Bacteroidetes, solo en el 
grupo de pacientes tratados con corticoides encontramos un menor número de estos 
microorganismos. Esto podría ser debido a que los glucocorticoides estimulan la secreción de 
moco e incrementan la reabsorción de agua, aumentando el gradiente de viscosidad dentro de 
la capa de moco intestinal. Esto mejora la función barrera del moco intestinal, e impide que 
los microorganismos con capacidad de invasión y adherencia de la mucosa como algunas 
especies del género Bacteroides, puedan alcanzar fácilmente la mucosa. Esto fue demostrado 
por Swidsinski y colaboradores, los cuales estudiaron por hibridación fluorescente in situ el 
comportamiento de la microbiota intestinal en el colon. De esta manera, observaron, que en 
los sujetos sanos, las bacterias no estaban en contacto con la mucosa intestinal. De hecho, en 
el 84% de estos individuos, la pared intestinal estaba recubierta con moco desde el íleon hasta 
el colon, y este moco impedía que las bacterias estuvieran en contacto directo con la 
superficie mucosa del colon. Por el contrario, encontraron un denso recubrimiento de 
bacterias en la superficie intestinal en casi todos los pacientes con Enfermedad Inflamatoria 
Intestinal. Las bacterias adheridas a las células epiteliales entraron en las criptas y fueron 
encontradas esporádicamente dentro de las células. Las concentraciones de bacterias en la 
mucosa fueron mayores en las zonas no inflamadas macroscópicamente que en las regiones 
inflamadas del intestino, probablemente debido a que los leucocitos reducen el número de 




Inflamatoria Intestinal. Esto podría inducir que algunas de estas bacterias alcanzaran la pared 
intestinal, con la consecuente producción de úlceras, fisuras y abscesos (Swidsinski y cols., 
2009). 
El impacto del tratamiento de la Colitis Ulcerosa no parece tener influencia en la 
población de las Bacterias Lácticas, si bien es cierto que los pacientes tratados con corticoides 
fueron los que tenían un número más bajo de estos microorganismos, probablemente por el 
efecto estimulador de la secreción de moco, que impide que estas bacterias alcancen 
fácilmente la capa mucosa. 
Por otro lado, quisimos ver si existía alguna relación entre el consumo de tabaco y la 
enfermedad. De los 6 pacientes que fumaban, 4 eran hombres y 2 mujeres, llevaban menos de 
10 años diagnosticados de Colitis Ulcerosa y todos menos uno estaban en tratamiento. Tres 
pacientes se encontraban en fase activa y estaban siendo tratados con 5-ASA, mientras que los 
que se encontraban en remisión estaban con terapia corticoidea o con azatioprina. Lo más 
curioso era que todos los pacientes, excepto uno, no presentaban grados de actividad 
inflamatoria en las biopsias, a pesar de que uno de ellos estaba diagnosticado de un brote 
moderado con un Índice Mayo de 5. Esto parece evidenciar el efecto antiinflamatorio del 
tabaco y se corresponde con multitud de estudios que confirman el efecto beneficioso del 
tabaco en este tipo de pacientes (Kennedy, 1996; Cosnes, 2004; Cosnes y cols., 2004; Lakatos 
y cols., 2007; van der Heide y cols., 2009; Wahed y cols., 2011). Otro estudio, como el de 
Roth y colaboradores, encontró una relación negativa entre el consumo de tabaco y la escala 
de gravedad de la enfermedad (Roth y cols., 2010). El tabaco también estimula la producción 
de moco, pero no incrementa la viscosidad de este. Una barrera de moco más gruesa 
explicaría el efecto protector del tabaco (Swidsinski y cols., 2009).  
El estudio de las heces por PCR en tiempo real es bastante complejo y se requiere el 
estudio de una mayor variedad de familias de microorganismos para poder establecer una 
relación fiable, ya que cambios en determinados grupos bacterianos van acompañados de 
variaciones bastante complejas en el resto de la microbiota intestinal. Por este motivo, y para 
poder establecer posibles relaciones entre la microbiota fecal de los individuos, realizamos 
mediante pirosecuenciación, por un lado, un seguimiento durante un año de la evoluc ión de la 
microbiota fecal de un sujeto afecto de Colitis Ulcerosa, y por otro lado estudiamos las 




presente trabajo es el único estudio en el que se ha analizado la evolución de la microbiota en 
un paciente de Colitis Ulcerosa a lo largo de un año. 
Se eligió a este paciente para su seguimiento cuando debutó con un brote intenso, y 
por ello la primera muestra de heces correspondía con el brote. Sin embargo a lo largo del año 
de seguimiento, el paciente se mantuvo estable en remisión. Dentro del análisis de los datos 
de composición de la microbiota individual de este paciente, encontramos una relación 
inversa entre el filo Bacteroidetes y los filos Firmicutes y Proteobacteria. Esta relación se 
mantuvo constante durante todo el tiempo que duro el estudio. También encontramos una 
relación inversa entre las familias Bacteroidaceae y Enterobacteriaceae, Eubacteriaceae y 
Oscillospiraceae.  
Posteriormente, decidimos analizar una muestra de heces de cada uno de los miembros 
de la familia con la que convivía el sujeto afecto. En el estudio analizamos los datos de 
pirosecuenciación y pudimos determinar la presencia o ausencia de 71 familias de 
microorganismos que pertenecían a 7 filos bacterianos, encontrando diferencias importantes 
entre los diferentes sujetos que la componían. Así, en los cuatro miembros sanos de la familia, 
el filo Bacteroidetes fue el más abundante. En el sujeto afecto, el filo Bacteroidetes también 
fue el más abundante, aunque en una proporción muy parecida al filo Firmicutes, a diferencia 
del resto de su familia, donde la relación Firmicutes/Bacteroidetes fue menor. Nuestros datos 
también coinciden con otro estudio realizado en gemelos sanos y enfermos de Co litis 
Ulcerosa por análisis metagenómico mediante pirosecuenciación (Willing y cols., 2010). Otro 
trabajo llevado a cabo en individuos adultos, también por pirosecuenciación, encontró una 
proporción del 57% de Bacteroidetes (Claesson y cols., 2011). Sin embargo, la mayoría de los 
trabajos encontrados en la literatura indican que Bacteroidetes es el segundo filo mas 
prevalente. Así, un estudio basado en la utilización de microrrays para la determinación de la 
microbiota intestinal de sujetos sanos encontró en cuatro pacientes que Bacteroidetes era el 
segundo filo más prevalente, por debajo de Firmicutes (Paliy y cols., 2009). Otro trabajo 
basado en el análisis, mediante PCR, del 16S ARNr de las heces de 4 sujetos sanos, encontró 
un mayor porcentaje de Firmicutes que de Bacteroidetes (Walker y cols., 2008), aunque este 
estudio analizó por separado la fracción insoluble de las heces de la fracción líquida de las 
mismas. Mariat y colaboradores estudiaron la microbiota intestinal por PCR en tiempo real y 




que en los niños y en las personas mayores, esta relación disminuía a favor de Bacteroidetes 
(Mariat y cols., 2009). Otros autores también confirmaron por técnicas de microrrays (Rajilić-
Stojanović y cols., 2009), PCR y clonación (Tap y cols., 2009) que Bacteroidetes es el 
segundo filo más abundante en la microbiota intestinal de los sujetos sanos. Todos estos 
trabajos fueron llevados a cabo en sujetos que no estaban relacionados genéticamente, y las 
técnicas usadas para la identificación de la microbiota intestinal no tienen la misma 
sensibilidad y especificidad que la moderna tecnología de pirosecuenciación. De todos 
modos, parece claro que los filos Bacteroidetes y Firmicutes son los grupos microbianos más 
abundantes (Ley y cols., 2006; Turnbaugh y cols., 2007; Wilson, 2008), aunque el predominio 
de un grupo sobre otro depende de numerosos factores como la edad, el medio ambiente, el 
género y el estado de salud de los individuos. 
Además, teniendo en cuenta la nueva clasificación de los enterotipos de los sujetos 
sanos desde el punto de vista digestivo establecida por el consorcio Europeo MetaHit 
(Arumugam y cols., 2011), encontramos que el padre, el hermano, la hermana y el sujeto 
afecto presentan el enterotipo 1, ya que la familia Bacteroidaceae es la más abundante de su 
microbiota, en donde Bacteroides es su principal representante. En la madre predomina 
Porphyromonadaceae, seguida muy de cerca por Bacteroidaceae, y por ello también le 
atribuimos un enterotipo 1, ya que en el enterotipo 2 el género dominante es Prevotella, y en 
la madre Prevotellaceae, familia representada exclusivamente por Prevotella, constituye 
menos del 1 % del total de su microbiota. El enterotipo 3 tampoco parece ser posible, ya que 
su principal representante, Ruminococcus, perteneciente a la familia Ruminococcaceae no fue 
detectado en la microbiota de ninguno de estos individuos.  
Nuestro trabajo es el primer estudio en el que se ha tipado la microbiota intestinal de 
una familia en la que uno de sus miembros es afecto de Colitis Ulcerosa, y hemos podido 
comprobar las similitudes en la composición cuali y cuantitativa de sus microbiotas. De la 
misma manera que los hijos de una familia comparten el mismo grupo sanguíneo con sus 
padres, lo mismo podríamos decir de la microbiota intestinal, aunque se necesitan estudios 
con un mayor número de familias para confirmar estos indicios (Arumugam y cols., 2011). 
En nuestro estudio encontramos que los individuos jóvenes que componen la familia 
tienen un mayor porcentaje de Bacteroidaceae que los adultos. Esto se corresponde con otros 




personas mayores, ya que estas bacterias disminuyen con la edad (Enck y cols., 2009; Rajilić-
Stojanović y cols., 2009). El porcentaje que representa Bacteroidaceae en los individuos 
estudiados oscila entre el 24 y el 46%. Otros autores coinciden en que esta familia bacteriana 
es la más abundante en la microbiota intestinal, y está representado por más del 25 % de las 
bacterias en la microbiota fecal (Wilson y Blitchington, 1996; Wilson y cols., 1997; Franks y 
cols., 1998; Suau y cols., 1999; Sghir y cols., 2000; Rigottier-Gois y cols., 2003; Arumugam 
y cols., 2011). Sin embargo, Mueller y colaboradores encontraron que la familia 
Clostridiaceae era más abundante que el grupo Bacteroides-Prevotella, aunque no tuvo en 
cuenta a familias tan importantes en el filo Bacteroidetes como Porphyromonadaceae 
(Mueller y cols., 2006). Otro estudio basado en el cultivo de las heces encontró a la familia 
Clostridiaceae como la más abundante de la microbiota intestinal (Delgado y cols., 2006a), 
probablemente porque no tuvo en cuenta el 80% de la microbiota intest inal que solo es 
detectada por métodos moleculares. Este grupo de trabajo volvió a tener el mismo resultado 
cuando comparó el cultivo con técnicas de clonación y secuenciación (Delgado y cols., 
2006b), aunque en esta ocasión, solo fueron estudiadas las heces de dos pacientes. Todos 
estos trabajos cayeron en el error de considerar un único tipo de microbiota intestinal. En 
nuestro estudio, el porcentaje de la familia Clostridiaceae osciló entre 3,89% y 16,42%. Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores (Sghir y cols., 2000) aunque 
indican que Clostridiaceae es la segunda familia más prevalente en las heces de los sujetos 
sanos (Hayashi y cols., 2003), mientras que en nuestro estudio, familias como 
Enterobacteriaceae fueron encontradas en mayor proporción, desplazando a Clostridiaceae a 
la tercera o cuarta familia más abundante.  
Enterobacteriaceae fue el principal representante de Proteobacteria, el cual fue el 
tercer filo más representativo de la microbiota intestinal. Aunque en la mayoría de los 
miembros de la familia en estudio, la presencia de Enterobacteriaceae fue mayor que en el 
sujeto afecto, y esto coincide con otros trabajos (Willing y cols., 2010), la mayor o menor 
presencia de esta familia, representada principalmente por E. coli, es muy controvertida. 
Mientras que algunos autores proponen un posible papel patógeno de este microorganismo, ya 
que encontraron una mayor cantidad de esta bacteria en la microbiota activa de pacientes con 
Colitis Ulcerosa (Sokol y cols., 2006b), otros estudios destacaron el papel beneficioso de la 
administración de probióticos basados en E. coli Nissle 1917 para el mantenimiento de la 




trabajo que estudió la presencia de factores de virulencia en E.coli en 23 pacientes afectos de 
Colitis Ulcerosa encontró marcadores genéticos de virulencia en un 39,1% de estos 
individuos, mientras que en los sujetos sanos estos estuvieron ausentes (Thomazini y cols., 
2011). 
Actinobacteria suele encontrarse en la bibliografía entre los cuatro filos más 
abundante en la microbiota intestinal, con porcentajes que oscilan entre el 0,1% y el 7,6%, en 
función del sistema de detección utilizado (Li y cols., 2008; Claesson y cols., 2009; Mariat y 
cols., 2009; Lee y cols., 2011; van den Bogert y cols., 2011). Esto coincidió con nuestro 
estudio, donde el porcentaje de este filo no alcanzó el 1%.  
En último lugar encontramos a los filos Fusobacteria, Tenericutes y Lentisphaerae 
que se pueden encontrar de manera discontinua entre los sujetos sanos. Es importante destacar 
que no encontramos más filos presentes en el hijo enfermo, lo que confirma que los sujetos 
afectos de Colitis Ulcerosa tienen una menor diversidad en su microbiota intestinal, lo que 
coincide con otros estudios (Lepage y cols., 2011; Michail y cols., 2011). Además, en el resto 
de los individuos aparecen 22 familias microbianas que no estuvieron presentes en el sujeto 
afecto.  
Eubacteriaceae estuvo presente en todos los individuos, aunque en mayor proporción 
en el paciente afecto de Colitis Ulcerosa. La presencia de esta familia en la microbiota 
intestinal parece ser habitual, ya que varios estudios indican que este grupo de bacterias 
parecen formar parte del núcleo filogenético de la microbiota (Swidsinski y cols., 2008b; 
Claesson y cols., 2009; Tap y cols., 2009; Nam y cols., 2011) y es uno de los principales 
representantes del filo Firmicutes (Andersson y cols., 2008). No sabemos si la mayor 
presencia de estas bacterias en el paciente afecto de Colitis Ulcerosa podría tener algún efecto 
negativo o positivo sobre la microbiota intestinal del sujeto, aunque la mayoría de las especies 
de esta familia, como Eubacterium hallii tienen la capacidad de producir butirato a partir de 
lactato, el cual a su vez es un sustrato fundamental para las bacterias productoras de sulfuros 
(Belenguer y cols., 2007), por lo que podrían tener un papel beneficioso a través de la 
competición con estas bacterias por dicho sustrato. Otras especies como Eubacterium 
limosum han demostrado ser beneficiosas como probióticos, mediante la estimulación, en 
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal, del crecimiento del epitelio intestinal y la 




Acidaminococcaceae estuvo presente en el hijo afecto de Colitis Ulcerosa en un 
porcentaje bastante alto en comparación con el resto de su familia. Esto podría ser debido a 
que en Acidaminococcaceae hay géneros que son capaces de inhibir la metanogénesis y la 
producción de sulfuros mediante la competición por el hidrógeno (H2), para así poder reducir 
determinadas isoflavonas (Bolca y Verstraete, 2010). No todos los sujetos tienen la propiedad 
de reducir estas isoflavonas, ya que las bacterias que tienen esta capacidad solo se encuentran 
en el 30-50% de la población (Lampe, 2009; Magee, 2011). Este podría ser uno de los 
motivos por el que esta familia de bacterias está incrementada en relación a los sujetos sanos, 
ya que estos microorganismos intentarían competir con las bacterias que reducen el sulfato, 
disminuyendo su número.  
Otra familia de microorganismos que destacó en la microbiota intestinal del hijo afecto 
de Colitis Ulcerosa es Lachnospiraceae, la cual fue la tercera más abundante, con un 
porcentaje prácticamente idéntico al de Enterobacteriaceae. Willing y colaboradores también 
encontraron una mayor cantidad de estas bacterias en sujetos afectos de Colitis Ulcerosa 
(Willing y cols., 2010). También se ha encontrado elevada esta familia en otros procesos 
patológicos como el síndrome del intestino irritable (Krogius-Kurikka y cols., 2009). 
Turnbaugh y colaboradores detectaron un 5,7% de esta familia microbiana en gemelos 
idénticos sin enfermedad (Turnbaugh y cols., 2010), datos que se aproximan bastante a los 
encontrados en nuestro estudio (4,6%). Otro trabajo aportó un porcentaje de participación del 
23,56% de estas bacterias en la microbiota fecal de los sujetos sanos (Gosalbes y cols., 2011). 
La presencia de esta familia bacteriana es beneficiosa, ya que participa e n los procesos de 
degradación de celulosa y pectina, importante en la fermentación de la fibra a nivel del colon 
(Rode y cols., 1981). También se ha identificado una nueva especie de esta familia que es 
capaz de desglicosilar puerarina para formar daidzeína (Braune y Blaut, 2011), una isoflavona 
que es utilizada por otros grupos bacterianos para captar el H2 del medio y producir equol, 
reduciendo la formación de sulfuro de hidrógeno, por lo que podría tener efectos beneficiosos 
para el ser humano. 
La presencia, en mayor porcentaje, de la familia Porphyromonadaceae parece estar 
relacionada con el género femenino, y más especialmente en mujeres adultas, aunque se 
necesitan estudios en mujeres con un mayor número de individuos para confirmar este 




familia, especialmente en el sujeto de mayor edad (el padre). Esto podría ser debido a que esta 
familia de microorganismos podría estar relacionada, en mayor número, con el sexo 
masculino, ya que son la madre y la hermana las dos personas que menor porcentaje tienen. 
En la hermana, incluso no se detectó su presencia. Un estudio observó que el grupo 
Bacteroides-Prevotella era más predominante en el sexo masculino que en el femenino 
(Mueller y cols., 2006). Además, estudió si las diferencias a nivel de sexo estaban 
relacionadas con determinadas especies de Bacteroides y no las encontró, por lo que podría 
ser Prevotella la responsable de esto (Mueller y cols., 2006).  
La familia Rikenellaceae destacó de manera importante en la microbiota intestinal del 
sexo femenino. Hay muy pocos trabajos acerca de la presencia de esta familia. Apenas se han 
descrito media docena de especies de estos microorganismos que se han aislado del tracto 
digestivo y las heces de animales y seres humanos. Uno de los pocos estudios en que se 
menciona a esta familia en la microbiota intestinal es en el llevado a cabo por Willing y 
colaboradores, en el que no encontraron diferencias significativas entre los sujetos sanos y los 
pacientes afectos de Colitis Ulcerosa, aunque esta familia de microorganismos fue 
ligeramente mayor en los sujetos sanos (Willing y cols., 2010). 
Syntrophomonadaceae solo fue detectada en uno de los sujetos sanos de nuestra 
familia, y aunque esta familia engloba especies que están casi siempre presentes en una 
microbiota sana, su ausencia o presencia se debe a numerosos factores como la edad, género, 
raza, alimentación, medio ambiente o estado de salud.  
A diferencia del resto de sus convivientes, en el paciente afecto se constató la 
presencia exclusiva de Actinomycetaceae, Carnobacteriaceae, Erysipelotrichaceae, 
Pasteurellaceae y Streptococcaceae, aunque su proporción fue muy pequeña. Algunos de los 
microorganismos integrantes de Actinomycetaceae, Pasteurellaceae y Streptococcaceae 
pueden ser patógenos del hombre. Se necesitarían más estudios para poder demostrar si 
algunas de estas familias bacterianas aparecen antes o después del comienzo de la 
enfermedad, ya que se podrían establecer marcadores de la aparición de esta afección crónica.  
 En la última parte del trabajo nos centramos en investigar la relación genética de los 
aislados que colonizan a los integrantes de la familia. Para ello nos centramos en dos de los 




MALDI-TOF identificó correctamente a todos los aislados, pero el patrón de picos observado 
no permitió comparar los aislados de cada individuo con el resto, y finalmente se realizaron 
técnicas de Campo Pulsado, que sigue siendo la técnica de referencia para conocer las 
relaciones genéticas de distintos aislados. 
 Dos de los sujetos portaban dos pulsotipos diferentes de E. coli, y los otros tres uno 
solo. Los aislados presentes en el sujeto afecto de Colitis Ulcerosa presentaron mayor 
similitud con los aislados del resto de los varones, mientras que las cepas de los miembros 
femeninos estuvieron más próximas filogenéticamente. En el análisis de los resultados de 
pirosecuenciación también se detectó una mayor similitud en las microbiotas de los varones 
por un lado y en la de las mujeres por otro.  
 Respecto de los pulsotipos de enterococos, nos pareció muy interesante la ausencia de 
la especie E. faecalis, que suele ser la más frecuente en las heces. La especie predominante 
fue E. faecium, que estuvo presente en todos los individuos excepto en la madre, ya que en 
esta no se aisló ninguna especie de enterococo. La otra especie que se aisló fue E. hirae. 
Dentro de los aislados de E. faecium, dos de los pulsotipos presentes en el sujeto afecto de 
Colitis Ulcerosa también estaban presentes en el padre y sus hermanos, mientras que estos 
tuvieron otras cepas distintas que no se identificaron en el paciente objeto de estudio. 
Además, en el sujeto diagnosticado de Colitis Ulcerosa solo se aisló una especie, mientras que 
en su hermana y su padre se aislaron dos especies distintas, lo que pone de manifiesto la 
menor diversidad encontrada en el sujeto afecto en comparación con el resto de los individuos 
sanos.  
Con los resultados anteriores, podemos afirmar que existe una marcada individualidad 
en la composición de la microbiota intestinal (Hayashi y cols., 2002; Lee y cols., 2011), 
aunque en el caso de personas convivientes, y de la misma familia, podría existir una 

































1. Se ha detectado de forma significativa una mayor densidad de población de 
fusobacterias y del grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas en las biopsias de 
mucosa cólica afecta en comparación con mucosa sana de pacientes o con mucosa de 
voluntarios sanos, lo que posiblemente relaciona a estos microorganismos con el daño 
tisular. 
 
2. Utilizando las mismas técnicas no se han encontrado paralelismos entre la microbiota 
detectada en las muestras de biopsias y de heces. La realización de colonoscopias con 
toma de biopsias sigue siendo necesaria para poder estudiar la diversidad microbiana 
de estos pacientes. 
 
3. En los pacientes en fase activa con brote moderado y proctosigmoiditis o colitis 
izquierda se ha demostrado una mayor concentración de fusobacterias, lo que sugiere 
que tienen un papel importante en el agravamiento de la enfermedad. 
 
4. El grupo Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas es mucho más abundante en 
periodos de remisión, en brotes leves sin actividad inflamatoria y en los primeros años 
de la enfermedad. 
 
5. Los estudios de pirosecuenciación permiten conocer de una manera exacta la 
composición cualitativa y cuantitativa de la microbiota intestinal, detectando 
diferencias y similitudes entre los miembros de una misma familia.  
 
6. El seguimiento de un paciente de Colitis Ulcerosa durante un año ha permitido 
conocer la estabilidad en la composición de su microbiota intestinal. Se ha detectado 






7. En relación a los integrantes de su familia, en el paciente afecto de Colitis Ulcerosa se 
ha observado una reducción de la diversidad de especies y una mayor similitud 
cualitativa con su padre y su hermano.  
 
8. Existe una marcada diferencia individual en la composición de la microbiota intestinal 
que depende de cada individuo y de multitud de factores que lo rodean, aunque se ha 
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ABC Área bajo la curva 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
APS Adenosina 5-fosfosulfato 
ARN Ácido ribonucleico 





BHI Brain hearth infusion 




c.s.p. Cantidad suficiente para 
Ct Ciclo umbral 




ddNTP Didesoxinucleótidos trifosfato 
dNMP Desoxinucleótidos monofosfato 
dNTP Desoxinucleótidos trifosfato 





EDTA Ácido etilendiaminotetraacético  
EII Enfermedad inflamatoria intestinal 





































MDR Resistencia multidrogas  




NFkB Factor nuclear kappa beta 





pb Pares de bases 
PCR-Q Reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa 
PFGE Electroforesis en gel de campo pulsado 





RDP Ribosomal database project  
ROX 6-carboxi-X-rodamina 




SmaI Enzima de restricción de Serratia marcescens 
SSU Small subunit 




Taq Termus aquaticus 
TBE Tris Borato EDTA 
TE  Tris-HCl EDTA 
TGF Factor de crecimiento transformante 
Tgo Thermococcus gorgonarius 
TLR Toll-like receptor 
Tm Temperatura de fusión del producto 




U Unidad de enzima 










XbaI Enzima de restricción de Xanthomonas badri 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
